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饲料蛋白质和脂肪水平对黑斑蛙生长、肝脏抗氧化

能力及蛋脂代谢的影响
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(湖南农业大学水产学院, 长沙 410128)

摘要: 本研究探讨了饲料中不同蛋白质与脂肪水平对黑斑蛙(Pelophylax nigromaculatus)生长、肝脏抗氧化能

力及蛋脂代谢的影响。设计蛋白质水平(38.5%、41%、43.5%、46%)和脂肪水平(8%、10%)的4×2交互实验,
共配制8种实验饲料, 投喂初始体重为(15.00±0.10) g的黑斑蛙幼蛙8周。实验结果表明: 41P10L组黑斑蛙增重

率最高, 但与38.5P10L、41P8L组间并无显著性差异(P>0.05), 且38.5P10L组蛋白质效率最高(P<0.05); 46%蛋

白质组黑斑蛙平均血清总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、白蛋白、尿素氮含量最高, 43.5%蛋白质组黑斑蛙

平均血清甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇含量最高, 均显著高于38.5%蛋白组(P<0.05)。肝脏油红染色结果

表明 ,  10%脂肪水平时黑斑蛙肝脏脂肪沉积加重 , 且43.5%、46%蛋白质水平时肝脏脂肪沉积更明显

(P<0.05)。46%蛋白质组血清平均谷丙转氨酶活性和谷草转氨酶活性显著高于38.5%蛋白质组(P<0.05)。肠道

消化酶活性、肝脏抗氧化酶活性和丙二醛含量随着饲料蛋白质和脂肪水平的升高均呈现上升趋势。46%蛋

白质组肝脏mtor、s6k表达量显著高于38.5%蛋白质组(P<0.05); 10%脂肪组cpt1表达量显著高于8%脂肪组

(P<0.05)。综上所述, 在本实验条件下, 41%饲料蛋白质水平下虽然能够获得更高的增重率, 但会导致蛋白质

效率降低, 43.5%与46%蛋白质水平则更易引起肝脏脂肪沉积加重和肝脏损伤。综合生长、蛋白质利用效率

及肝脏健康等关键指标, 黑斑蛙饲料的适宜蛋白质水平为38.5%, 脂肪水平为10%。
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蛋白质和脂肪是水产动物饲料中的主要营养

物质
[1]
。当蛋白质供应不足时, 会导致水产动物生

长缓慢, 进而影响养殖经济效益。然而, 当蛋白质

水平过高, 不仅会降低动物对蛋白质的利用效率,
增加肝脏等器官的代谢负担, 还会因氮排泄量增加

而对环境造成污染
[2]
。此外, 蛋白质是饲料中价格

最高的营养物质, 过高的蛋白质含量会造成原料浪

费及养殖效益降低。脂肪作为一种能量密度高且

成本相对低廉的营养素, 是水产动物饲料中重要的

能量来源。适量的脂肪摄入不仅能促进生长, 还能

提高蛋白质的利用效率, 起到蛋白质节约效应
[3]
。

但过量的脂肪摄入同样会带来负面影响, 如导致动

物免疫功能降低、生长受阻甚至导致脂肪肝等代

谢疾病
[4]
。因此, 确定水产动物饲料中蛋白质和脂

肪的适宜需求量, 对于优化对这两种营养素的利用

效率、显著提高养殖经济效益、降低饲料成本和
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资源浪费, 具有重要的现实意义。

黑斑蛙(Pelophylax nigromaculatus)隶属于蛙科

侧褶蛙属, 是稻蛙生态种养模式中的特色品种, 在
水产养殖和生态农业中均具有重要的应用价值。

近年来, 凭借投入较少、产出较高且周期较短的优

势, 黑斑蛙养殖在全国范围内发展迅速
 [5, 6]

。不同

于牛蛙等两栖动物的集约化养殖模式, 生态种养模

式下黑斑蛙生存环境更贴近自然生态系统, 活动空

间大, 受密度胁迫小, 其对多种营养素的吸收利用

效率可能更高。关于黑斑蛙的研究, 目前主要集中

于其肌肉营养成分分析、养殖、生理及遗传等领

域
[5—10]

。然而, 国内外关于黑斑蛙营养需求的研究

未见报道。因此, 迫切需要开展针对黑斑蛙营养生

理的深入研究, 以确保黑斑蛙养殖业能够健康和可

持续地发展。本研究旨在通过配制不同蛋白质与

脂肪水平的实验饲料, 系统评估其对黑斑蛙生长性

能、肝脏抗氧化能力及蛋脂代谢的影响, 不仅有望

为黑斑蛙的营养需求补充理论依据, 同时也为养殖

实践中制定更经济、高效且环保的饲料配方提供

数据支持, 推动黑斑蛙产业的绿色发展。

 1    材料与方法

 1.1   实验饲料

本实验所用饲料以鱼粉、豆粕、猪肉粉、鸡

肉粉、大豆浓缩蛋白等为核心蛋白原料, 豆油为主

要脂肪来源。实验设计包含4个蛋白质水平与2个
脂肪水平, 共配制8组实验饲料, 每组设置3个平行

重复。各组饲料分别命名为 38.5P8L、38.5P10L、
41P8L、41P10L、43.5P8L、43.5P10L、46P8L 及
46P10L, 其中“P”对应饲料蛋白质水平, “L”对应脂

肪水平, 具体配方详见表 1。所有原料经粉碎后过

60目筛, 按配方比例混合均匀, 随后加入油脂并再

次搅拌至均匀, 最后加入适量水揉匀成团状, 再通

过单螺杆挤压式饲料膨化机加工成直径2.0 mm的

颗粒膨化饲料, 于室温下风干至水分含量约10%。

将制作好的饲料保存在–20℃直至饲养实验开始使

用。使用 AOAC[11]
建立的标准方法评估粗蛋白和

脂质含量。

 1.2   饲养与管理

黑斑蛙来源于湖南益阳赫山区某黑斑蛙养殖

场同一批苗种。在正式实验开始前, 将黑斑蛙放入

实验用土池中暂养1周, 挑选体质健壮的黑斑蛙进

行饲养实验。将2400只规格相近、健康的黑斑蛙

(15.00±0.10) g随机分配到24个网箱 (1.0 m × 1.0 m ×
3.0 m) 中, 每个网箱100只黑斑蛙。每种饲料随机

分配给同一个处理3个网箱的蛙。每天投喂2次

(6:30和17:00) 投喂量为各处理组黑斑蛙体重的

3%—5%, 喂食45—60min后收集残饵并称重, 实验

周期56d, 实验期间, 水温为27—31℃、亚硝酸盐含

量低于0.005 mg/L、氨氮含量低于0.5 mg/L、pH
7.8—8.2。本实验方案经湖南农业大学生物伦理委

员会批准(2025121), 实验过程中严格遵守湖南农业

大学伦理规范。

 1.3   样本采集及指标测定

在养殖实验周期结束时, 所有黑斑蛙均禁食

24h。随后对每个网箱内的黑斑蛙进行计数、称重

及生长指标测量。随后, 从每个网箱中选取3只黑

斑蛙进行毁髓处理, 待其完全丧失活动能力后进行

后续操作。采用1 mL无菌注射器, 通过围心腔穿刺

法采集血液样本, 将采集的血液混合后移入2.0 mL
无菌离心管, 于4℃环境静置过夜, 随后离心并分离

出上层血清, 存放于–80℃冰箱中备用, 以备后续血

清生化指标的测定。对抽血后的黑斑蛙进行解剖,
称取其内脏、肝脏及整个腿部的重量, 以便计算肝

体比、脏体比和腿体比等形体指标。每个网箱另

取3只黑斑蛙, 摘取肝脏与肠道组织放入1.5 mL离
心管, 随即置于–80℃冰箱保存, 供后续酶活性及基

因表达测定使用。小心截取肝尖部分, 放入盛有

4%中性甲醛固定液的10 mL离心管中, 用于肝脏组

织切片的制作与观察。

生长性能指标

存活率(SR, %)=(黑斑蛙终末数量/黑斑蛙初始

数量)×100
增重率(WGR, %)=[(黑斑蛙终末平均体重–黑

斑蛙初始平均体重)/初始平均体重]×100
饲料系数(FCR)=总投喂饲料量/总增重

蛋白质效率(PER)=总增重/(总投喂饲料量×饲
料粗蛋白质含量)

肥满度(CF, g/cm3)=(体重/体长
3)×100

肝体比(HSI)=(肝脏重量/体重)×100
脏体比(VSI)=(内脏重量/体重)×100
腿体比(LSI) =(腿部重量/体重)×100
肠道消化酶活性测定　　在黑斑蛙肠道样品

解冻后 , 精确称取组织 , 按重量(g)与匀浆培养基

(mL)的比例为1﹕9进行匀浆处理; 随后离心收集上

清液用于后续测定。使用Thermo-1510型酶标仪测

定黑斑蛙肠道中脂肪酶(LPS, lipase, A054-2-1)、胰

蛋白酶 (TPS,  trypsin,  A080-2-2)、淀粉酶 (AMS,
amylase, C016-1-1)活性, 试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所。

肝脏抗氧化指标测定　　在黑斑蛙肝脏样品

解冻后 , 精确称取组织 , 按重量(g)与匀浆培养基
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(mL)的比例为1﹕9进行匀浆处理; 随后离心收集上

清液用于后续测定。使用Thermo-1510型酶标仪测

定黑斑蛙肝脏组织中过氧化氢酶 (CAT, catalase,
A007-2-1)、丙二醛(MDA, malondialdehyde, A003-
1-1)、谷胱甘肽(GSH, glutathione, A006-2-1)、超氧

化物歧化酶(SOD, superoxide dismutase, A001-3-2)
的活性, 试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

血清生化指标测定　　使用Thermo-1510型酶

标仪测定黑斑蛙血清中高密度脂蛋白胆固醇(HDL-
C,  high-density  lipoprotein  cholesterol,  A112-1-1)、
低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C, low-density lipoprotein
cholesterol,  A113-1-1)、甘油三酯(TG, triglyceride,
A110-1-1)、总胆固醇(TC, total cholesterol, A111-1-
1)、白蛋白(ALB, albumin, A028-2-1)、尿素氮(BUN,
blood urea nitrogen,  C013-3-1)、谷草转氨酶(GOT
glutamic-oxaloacetic transaminase, C010-2-1)和谷丙

 

表 1    实验饲料的配方及近似组成

Tab. 1    Formulation and proximate composition of the experimental diets (%)

原料Ingredient
组别Group

38.5P8L 38.5P10L 41P8L 41P10L 43.5P8L 43.5P10L 46P8L 46P10L

鱼粉Fish meal 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
猪肉粉Porcine meal 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
鸡肉粉Poultry meal 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
豆粕Soybean meal1

27.09 24.99 20.99 18.49 10.29 10.29 10.19 10.19
大豆浓缩蛋白Soy protein concentrate1

0.00 2.00 5.00 7.00 13.00 13.00 13.00 13.00
棉籽蛋白Cottonseed protein1

0.00 0.00 4.00 4.00 8.00 8.00 12.00 12.00
面粉Wheat meal 22.00 22.00 22.00 22.00 22.00 22.00 22.00 22.00
赖氨酸渣Lysine residue 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
鱼排粉Fish frame meal 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
玉米蛋白粉Corn gluten meal 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
豆油Soybean oil 4.50 6.50 4.80 6.70 4.80 6.80 4.80 6.80
磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
鱼油Fish oil 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
水解羽毛粉 Hydrolyzed feather meal 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
麸皮Wheat bran 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.00 0.00
抗氧化剂Antioxidant 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
矿物质预混料Mineral premix2

0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
维生素预混料Vitamin premix3

0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
防霉剂Mould inhibitor 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
统糠Rice hull-bran mixture 7.00 5.10 4.80 3.40 3.50 2.50 2.00 0.00
氯化胆碱Choline chloride 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
天然叶黄素(≥2%) Natural lutein (purity≥2%) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
膨润土Bentonite 3.00 3.00 2.00 2.00 2.00 1.00 0.00 0.00
三氧化二钇Yi2O3 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
合计Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
营养水平Nutrient level4

粗蛋白质Crude protein 38.54 38.47 41.04 41.17 43.62 43.58 46.04 46.10
粗脂肪Crude lipid 7.93 10.17 8.44 9.88 7.92 10.06 8.21 10.15

注: 1
豆粕. 粗蛋白质44.33%, 粗脂肪0.64%; 大豆浓缩蛋白. 粗蛋白质65.25%; 棉籽蛋白. 粗蛋白质60.71%, 粗脂肪1.78%; 2

矿物质

预混料(g/kg). 一水硫酸镁32.01、一水硫酸锌12.00、一水硫酸锰8.07、五水硫酸铜4.32、一水硫酸亚铁19.77、一水硫酸钴10.00、碘

酸钙2.5、稻壳粉911; 3维生素预混料. 每千克饲料提供维生素A, 900000 IU; 维生素D3, 170000 IU; 维生素E. 7500 mg; 维生素K3. 960 mg;
维生素B1. 1200 mg; 维生素B2. 1800 mg; 维生素B6. 1200 mg; 维生素B12. 6.4 mg; 4营养水平的测量值为平均值

Note: 1Soybean  meal.  crude  protein  44.33%,  crude  lipid  0.64%;  Soy  protein  concentrate.  crude  protein  65.25%;  Cottonseed  protein.
crude protein 60.71%, crude lipid 1.78%; 2Mineral premix (g/kg). mineral premix of control group (g/kg diet): magnesium sulfate monohy-
drate 32.01, zinc sulfate monohydrate 12.00, manga-nese sulfate monohydrate 8.07, copper sulfate pentahydrate 4.32, ferrous sulfate mono-
hydrate  19.77,  cobalt  sulfate  monohydrate  10.00,  calcium iodate  2.5,  rice  husk powder  911; 3Vitamin premix provided per  kilogram diet:
vitamin A. 900000 IU; vitamin D3. 170000 IU; vitamin E. 7500 mg; vitamin K3. 960 mg; vitamin B1. 1200 mg; vitamin B2. 1800 mg; vita-
min B6. 1200 mg; vitamin B12. 6.4 mg; 4The measured values of nutritional status are the means
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转氨酶(GPT glutamic-pyruvic transaminase, C009-2-
1)活性, 试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

肝脏组织形态的观察　　将肝脏组织置于恒

冷冰冻切片机中, 制备厚度为5 μm的冰冻切片。随

后, 将切片用新鲜配制的油红O (Oil Red O)染液染

色10min, 以特异性标记脂质。在染色后, 用蒸馏水

快速冲洗切片。接着, 使用60%异丙醇溶液分化,
去除背景中的多余染液, 再用蒸馏水清洗。然后,
使用Mary氏苏木素染液对细胞核进行复染, 时间控

制在3—8min, 复染完成后用蒸馏水充分漂洗。最

后, 使用甘油或甘油明胶封片剂进行封片。封片后

的切片在光学显微镜下观察并拍照, 以评估肝细胞

内脂滴的沉积情况。利用ImageJ-win64软件对随机

选取的多个视野进行图像分析, 进而对脂滴面积占

比进行定量分析。

基因表达水平测定　　取 50 mg 左右的肝组

织样品, 利用TRIzol试剂 (Yeasen)提取总 RNA, 超
微量检测仪测定mRNA纯度及浓度后用Yeasen公
司Hifair® Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis Kit (gDNA
digester  plus)按其说明书反转录为 cDNA。 RT-
qRCR反应体系为12.5 μL (6 μL Hieff® qPCR SYBR
GreenⅠ Master Mix (No Rox)、5 μL DEPC-treated
Water (DNase、RNase free)、0.5 μL Primer forward、
0.5 μL Primer reverse和0.5 μL cDNA)。PCR 扩增在

罗氏Light Cycle 480Ⅱ (Roche, Basel, Switzerlad)实
时荧光定量PCR仪上进行。反应程序设置: 95℃预

变性5min, 随后进行40个循环的两步法扩增, 每个

循环包括95℃变性10s和60℃退火延伸30s。在本

实验中, β-肌动蛋白(β-actin)被用作内参基因。每

个样品设3个重复, 使用2–ΔΔCt
法计算目的基因的相

对表达量。分别选取蛋白质代谢相关基因(mtor、
s6k、ubb)、脂肪代谢相关基因(cpt1、fas、lpl)进
行检测。具体引物信息见表 2。

 1.4   数据统计与分析

本研究采用SPSS 26.0 (IBM SPSS Statistics)软
件进行双因素方差分析(Two-way ANOVA), 以评

估两个因素的主效应及其交互作用。组间差异的

显著性通过Duncan多重比较法进行事后检验。所

有实验数据均以“平均值±标准误”表示, 当P<0.05,
则存在显著差异。

 2    结果

 2.1   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙生长

性能的影响

随着饲料蛋白质水平的提高, 黑斑蛙的增重率

表现出先上升后下降的趋势, 而蛋白质效率则显著

下降(P<0.05)。与8%脂肪相比, 10%脂肪显著提高

了黑斑蛙的增重率与蛋白质效率, 并降低了饲料系

数(P<0.05; 表 3)。
 2.2   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙形体

指标的影响

本研究中, 饲料蛋白质和脂肪水平对黑斑蛙形

体指标均无显著影响(表 4)。
 2.3   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肠道

消化酶的影响

随着饲料蛋白质水平的提高, 黑斑蛙肠道胰蛋

白酶 (TPS)和α淀粉酶 (AMS)活性均呈上升趋势。

43.5P与46P组的AMS活性显著高于38.5P与41P组
(P<0.05); 38.5P组的TPS活性则显著低于41P、43.5P
和46P组(P<0.05)。随着饲料脂肪水平的增加, 黑斑

蛙肠道脂肪酶(LPS)活力呈上升趋势(表 5)。
 2.4   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏

抗氧化能力的影响

随着饲料蛋白质水平的提高, 黑斑蛙肝脏中过

氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)和还原型

谷胱甘肽(GSH)的含量均呈上升趋势。与38.5P组
相比, 46P组的CAT、SOD和GSH含量显著升高(P<
0.05), 且43.5P组的GSH和SOD含量也显著高于38.5P
组(P<0.05; 表 6)。
 2.5   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙蛋脂

代谢血清指标的影响

在本研究中, 饲料蛋白质水平对黑斑蛙血清生

化指标具有显著影响。与38.5P组相比, 46P组的多

项指标显著提高, 包括总胆固醇(TC)、谷丙转氨酶

(GPT)、谷草转氨酶(GOT)、白蛋白(ALB)和尿素

氮(BUN)(P<0.05); 且46P组的甘油三酯(TG)、高密

度脂蛋白胆固醇(HDL-C)含量及43.5P组的低密度

脂蛋白胆固醇 (LDL-C)含量也显著高于38.5P组
(P<0.05)。此外, 随着饲料脂肪水平的增加, 血清中

 

表 2   引物信息列表

Tab. 2   Primer information
基因
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

哺乳动物雷帕霉素
靶蛋白mtor

GCAGCCTTTCTTTGACAACATC
TCTTCACTTCGGTTTCTTAGGC

泛素蛋白B ubb TCCATCTTGTGCTCCGTCTG
GTGGGATGCCCTCTTTGTCT

核糖体S6激酶s6k CTCGTCTTGGAGCAGGAGTTG
CCACAGGGGTCTGTCGTGTAA

乙酰辅酶A羧化酶fas AGGCGAAGACACGGAACGA
CGTTTTCGGGGATGCTCTG

肉碱脂酰转移酶1 cpt1 TGATTGGCAAAATCAAAGAACATC
AATGCTCTGACCCTGGTGAGA

脂蛋白脂肪酶lpl ACAGCAGCACTACCCAGTTTCA
CATACATGCCAGTTACCGTCCA

β-肌动蛋白 β-actin GCGTGACATCAAGGAAAAGC
TCTCGTTTCCGATGGTGATG
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HDL-C含量也显著升高(P<0.05; 表 7)。
 2.6   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏

切片油红染色影响

油红O染色用于进一步对肝脏脂质分布进行评

估。由图 1可知, 随着饲料蛋白水平增加, 黑斑蛙肝

脏中脂滴数量和大小呈显著上升趋势, 且10L组中

的脂滴数量和大小显著高于8L组。

 2.7   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏

蛋白质代谢相关基因表达的影响

由图 2可知, 饲料蛋白质水平对mtor和s6k的相

对表达量有显著影响(P<0.05); 随着饲料蛋白水平

增加, mtor和s6k的相对表达量呈显著上升趋势; 且
43.5P和46P组mtor和 s6k的相对表达量显著高于

38.5P组(P<0.05)。
 2.8   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏

脂肪代谢相关基因表达的影响

图 3显示, 与8L组相比, 10L组显著上调了肝脏

中cpt1的相对表达量(P<0.05), 且lpl的相对表达量

呈上升趋势, 但差异不显著。

 3    讨论

 3.1   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙生长

性能及肠道消化酶的影响

本研究结果表明, 随着饲料中蛋白质水平的提

高, 黑斑蛙的增重率表现出先上升后下降的趋势,
在41%组增重率达到最高。与本研究结果相似, 在
杂交鲂 (Megalobrama  terminalis ♀  × Erythroculter
ilishaeformis ♂)中的结果表明饲料蛋白质水平增加

对杂交鲂增重有显著作用, 在36%组增重率达到最

高, 但在40%组增重有所下降
[12]; 此外, 在匙吻鲟

(Polyodon Spathula)中的研究结果表明, 其增重率

随着饲料中蛋白水平的增加呈先上升后下降的趋

势
[13]
。这表明在低蛋白情况下, 水产动物的生长和

饲料利用受到一定的阻碍, 随着饲料蛋白含量的提

高, 水产动物的生长性能和饲料利用也随之提高,
超过一定水平后, 水产动物的生长和饲料利用也会

受到一定的影响, 对营养物质的利用率也会降低
[12]
。

然而, 较高的蛋白水平能够提高黑斑蛙的生长, 但
 

表 3    饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙生长性能的影响(平均值±标准误, n=3)
Tab. 3    Effects of diets with different protein and lipid levels on growth performance in Pelophylax nigromaculatus (mean±SE, n=3)

组别Group 末均重FBW(g) 增重率WGR(%) 存活率SR(%) 蛋白质效率PER 饲料系数FCR

38.5P8L 52.12±1.22ab 246.67±8.33ab
95.67±0.67 2.02±0.05b 1.24±0.02ab

38.5P10L 54.20±0.49a 260.67±3.18a
97.00±1.00 2.14±0.02a 1.18±0.01b

41P8L 52.33±0.72ab 248.33±4.84ab
97.00±1.53 1.95±0.04b 1.21±0.02b

41P10L 54.44±0.27a 263.00±2.08a
94.67±1.45 1.99±0.04b 1.18±0.02b

43.5P8L 50.61±1.39b 237.00±9.54b
96.67±0.88 1.74±0.03c 1.28±0.03a

43.5P10L 53.43±0.46ab 255.67±2.85ab
93.67±2.03 1.81±0.05c 1.21±0.01b

46P8L 51.71±1.17ab 244.67±7.84ab
97.67±1.86 1.73±0.02c 1.24±0.02ab

46P10L 52.77±0.33ab 251.33±2.60ab
96.67±1.20 1.73±0.02c 1.22±0.01ab

饲料蛋白质水平Dietary protein level (%)

38.5P 53.16±0.75 253.67±5.07 96.33±0.62 2.08±0.04A
1.21±0.02

41P 53.38±0.58 255.67±4.04 95.83±1.08 1.97±0.03B
1.20±0.01

43.5P 52.02±0.91 246.33±6.10 95.17±1.20 1.78±0.03C
1.25±0.02

46P 52.24±0.59 248.00±3.98 97.17±1.01 1.73±0.01C
1.23±0.01

饲料脂肪水平Dietary lipid level (%)

8L 51.69±0.53Y 244.17±3.59Y
96.75±0.61 1.86±0.04Y 1.25±0.01X

10L 53.71±0.26X 257.67±1.79X
95.5±0.75 1.92±0.05X 1.20±0.01Y

Two-way ANOVA

蛋白质Protein 0.336 0.356 0.551 0.000 0.148
脂肪Lipid 0.004 0.005 0.225 0.045 0.005
交互Interaction 0.786 0.780 0.447 0.483 0.635
注: 数据采用双因素方差分析检验, 同列数据上标不同小写字母(a、b等)代表存在饲料蛋白质和脂肪水平显著交互作用(P<0.05),

同列数据上标不同大写字母(A, B和C)代表在饲料蛋白质水平上差异显著(P<0.05), 同列数据上标不同大写字母(X, Y)代表在饲料脂

肪水平上差异显著(P<0.05); n代表每组的平行重复网箱数; 下同
Note: Data are analyzed using Two-way ANOVA, the data with different lowercase (a, b, etc.) in the same column represent significant

difference in the interaction (P<0.05), different uppercase (A, B, and C) represent significant difference in the dietary protein level (P<0.05),
and  different  uppercase  (X,  Y)  represent  significant  difference  in  the  dietary  lipid  level  (P<0.05); “n” represents  the  number  of  parallel
repeated cages per group; the same applies below
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会导致蛋白质效率降低。这与在牛蛙(Rana cates-
beiana)中的研究结果一致

[14]
。饲料中的脂肪是动

物获取能量的重要途径
[15]
。本研究结果表明, 黑斑

蛙的生长性能随饲料脂肪水平的提高而显著增

加。这一现象在克氏原螯虾(Procambarus clarkii)、
血鹦鹉鱼 (Vieja  synspila  ♀ × Amphilophus citrinel-
lus ♂)及淡黑镊丽鱼(Labidochromis caeruleus)的相

关研究中也得到了印证
[16—18]

。此外, 饲料脂肪水平

的升高显著提高了蛋白质效率, 展现出了明显的蛋

白质节约效应。这与在西伯利亚鲟 (Acipenser
baerii)中的研究结果一致

[19]
。

肠道消化酶活性是评估水产动物消化生理特

征与营养成分消化吸收效率的关键指标之一。在

本研究中, 随着饲料蛋白质水平增加, 黑斑蛙肠道

的α-淀粉酶和胰蛋白酶活力显著升高; 且随着饲料

脂肪水平的增加, 黑斑蛙肠道脂肪酶活性呈上升趋

势, 这表明在摄入高水平的蛋白质与脂肪后黑斑蛙

能够合成更多消化酶来加强对营养物质的消化与

吸收
[20]
。翘嘴红鲌(Erythroculter ilishaeformis)和皱

纹盘鲍(Haliotis discus hannai)中的研究发现, 饲料

蛋白质和脂肪水平与肠道消化酶活性呈正相关。

其可能的作用机制包括: 首先, 饲料中蛋白质和脂

肪作为消化酶的天然底物, 其含量的增加直接为酶

的合成提供了更丰富的原料, 从而刺激了酶的合成;
其次, 这些额外摄入的能量和营养物质显著加速了

水产动物的整体代谢活动, 这种增强的代谢状态反

过来又对消化系统提出了更高的功能需求, 进而促

进了消化酶活性的进一步提升, 以确保对这些新增

营养成分的高效分解与吸收
[21, 22]

。

 3.2   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏

抗氧化的影响

在水产动物的生理代谢过程中, 肝脏处于核心

地位, 其健康状态是衡量动物生理机能的关键指

标。丙二醛(MDA)作为脂质过氧化反应的标志性

产物, 具有潜在毒性, 其水平被广泛用作评估机体

脂质过氧化程度及细胞受损情况的生物标志物
[23]
。

超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)和过氧化

氢酶(CAT)等抗氧化酶类广泛分布于生物体的各种

组织中, 它们共同构成了机体重要的抗氧化防御系

统, 通过协同作用清除超氧阴离子自由基, 并抑制

脂质过氧化物的形成, 从而维持细胞内环境的稳定,
防止其受到氧化应激的损害

[24]
。本研究结果表明,

 

表 5   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙消化酶活性的影

响(平均值±标准误, n=3)
Tab.  5    Effects  of  different  protein  and  lipid  levels  in  diets  on
digestive enzyme activities of Pelophylax nigromaculatus (mean±
SE, n=3)

组别Group LPS脂肪酶
(U/g prot)

AMSα-淀粉酶
(U/mg prot)

TPS胰蛋白酶
(U/mg prot)

38.5P8L 4.31±0.36 0.25±0.02c 0.64±0.03b

38.5P10L 4.44±0.19 0.25±0.01c 0.73±0.03b

41P8L 4.46±0.09 0.27±0.00bc 1.08±0.06a

41P10L 5.05±0.51 0.27±0.01bc 1.06±0.09a

43.5P8L 4.46±0.19 0.31±0.01a 1.13±0.02a

43.5P10L 4.77±0.12 0.30±0.00ab 1.04±0.05a

46P8L 4.49±0.1 0.29±0.00ab 1.17±0.06a

46P10L 4.85±0.39 0.30±0.01ab 1.11±0.06a

饲料蛋白质水平Dietary protein level (%)

38.5P 4.37±0.18 0.25±0.01B 0.69±0.03B

41P 4.76±0.26 0.27±0.01B 1.07±0.05A

43.5P 4.61±0.12 0.30±0.01A 1.08±0.03A

46P 4.67±0.2 0.30±0.01A 1.14±0.04A

饲料脂肪水平Dietary lipid level (%)
8L 4.43±0.09 0.28±0.01 1.00±0.07

10L 4.77±0.16 0.28±0.01 0.99±0.05

Two-way ANOVA

蛋白质
Protein

0.581 0.000 0.000

脂肪 Lipid 0.104 0.765 0.658

交互
Interaction

0.883 0.844 0.347

 

表 4   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙形体指标的影响

(平均值±标准误, n=3)
Tab. 4   Effects  of  diets  with different  protein and lipid levels  on
body indices in Pelophylax nigromaculatus (mean±SE, n=3)

组别
Group

肥满度CF
(g/cm3)

肝体比
HSI

脏体比
VSI

腿体比
LSI

38.5P8L 11.36±0.48 8.18±0.15 36.50±1.51 29.84±1.57

38.5P10L 11.62±0.83 7.98±0.45 37.57±0.75 28.42±0.70

41P8L 11.50±0.77 7.85±0.41 39.69±0.79 28.72±0.49

41P10L 10.23±0.47 7.66±0.30 35.81±2.57 30.78±2.05

43.5P8L 10.86±0.39 7.67±0.38 35.87±1.65 31.57±0.84

43.5P10L 10.85±0.60 7.50±0.25 38.06±0.67 31.55±0.66

46P8L 11.73±0.53 7.56±0.23 38.03±0.82 30.13±0.47

46P10L 11.22±0.53 7.90±0.17 36.04±1.49 31.68±0.88

饲料蛋白质水平Dietary protein level (%)
38.5P 11.49±0.47 8.08±0.23 37.04±0.83 29.13±0.85

41P 10.87±0.46 7.75±0.25 37.75±1.39 29.75±1.05

43.5P 10.85±0.35 7.58±0.22 36.96±0.9 31.56±0.52

46P 11.47±0.37 7.73±0.14 37.03±0.86 30.91±0.52

饲料脂肪水平Dietary lipid level (%)
8L 11.36±0.27 7.81±0.15 37.52±0.65 30.07±0.49

10L 10.98±0.31 7.76±0.15 36.87±0.77 30.61±0.62

Two-way ANOVA

蛋白质 Protein 0.537 0.438 0.938 0.118
脂肪 Lipid 0.366 0.797 0.518 0.486
交互Interaction 0.594 0.779 0.135 0.374
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表 6    饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏抗氧化能力的影响(平均值±标准误, n=3)
Tab. 6    Effects of different protein and lipid levels in diets on liver antioxidant capacity in Pelophylax nigromaculatus (mean±SE, n=3)

组别Group CAT过氧化氢酶
(U/mg prot)

MDA丙二醛
(nmol/mg prot)

SOD超氧化物歧化酶
(U/mg prot)

GSH还原型谷胱甘肽
(µmol/g prot)

38.5P8L 1.76±0.04d 0.83±0.13c 21.00±0.95b 46.70±4.52b

38.5P10L 2.82±0.29bc 0.91±0.02bc 23.61±1.36b 47.16±2.58b

41P8L 3.10±0.16abc 1.09±0.05ab 23.64±1.01b 48.59±4.78b

41P10L 2.54±0.06c 0.92±0.09bc 23.84±1.51b 54.56±4.34ab

43.5P8L 2.78±0.24bc 0.87±0.05bc 29.22±0.46a 58.60±6.30ab

43.5P10L 2.84±0.07bc 1.17±0.04a 29.87±0.83a 58.34±2.51ab

46P8L 3.24±0.23ab 0.99±0.04abc 31.75±1.76a 62.57±6.05ab

46P10L 3.42±0.11a 1.11±0.10ab 30.93±2.61a 64.99±6.08a

饲料蛋白质水平Dietary protein level (%)

38.5P 2.27±0.27B
0.87±0.06 22.30±0.94B 46.93±2.32C

41P 2.82±0.15AB
1.01±0.06 23.74±0.81B 51.57±3.18BC

43.5P 2.81±0.11AB
1.02±0.07 29.54±0.45A 58.47±3.03AB

46P 3.33±0.12A
1.05±0.06 31.34±1.42A 63.78±3.87A

饲料脂肪水平Dietary lipid level (%)
8L 2.72±0.19 0.95±0.05 26.40±1.38 54.11±3.07

10L 2.90±0.12 1.03±0.05 27.06±1.25 56.26±2.63

Two-way ANOVA

蛋白质 Protein 0.000 0.114 0.000 0.015
脂肪 Lipid 0.153 0.145 0.531 0.540
交互Interaction 0.002 0.046 0.691 0.918

 

表 7    饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙血清生化指标的影响(平均值±标准误, n=3)
Tab. 7    Effects of different protein and lipid levels in diets on serum biochemical parameters in Pelophylax nigromaculatus (mean±SE,

n=3)

组别
Group

谷丙转氨酶
GPT (U/L)

谷草转氨酶
GOT (U/L)

高密度脂蛋白
胆固醇HDL-C

(mmol/L)

低密度脂蛋白
胆固醇LDL-C

(mmol/L)
总胆固醇T-CHO

(mmol/L)
甘油三酯TG

(mmol/L)
白蛋白ALB

(g/L)
尿素氮BUN

(mmol/L)

38.5P8L 40.36±3.83 157.43±3.75ab 1.21±0.12cd 0.44±0.00b 2.30±0.17c 0.67±0.05c 134.82±5.49c 4.76±0.10b

38.5P10L 38.86±3.07 146.93±2.40b 1.04±0.11de 0.45±0.01ab 2.56±0.13bc 0.88±0.03ab 142.71±3.49bc 4.75±0.26b

41P8L 46.71±5.59 169.04±6.22ab 0.93±0.06ef 0.44±0.01ab 2.48±0.11bc 0.80±0.05bc 151.4±3.88ab 5.02±0.18ab

41P10L 45.26±0.67 160.48±7.11ab 1.21±0.12cd 0.46±0.01ab 2.79±0.20b 0.88±0.01ab 151.95±6.34ab 5.33±0.09a

43.5P8L 46.66±3.31 158.91±10.72ab 1.48±0.05ab 0.47±0.01ab 2.82±0.17b 1.04±0.12a 156.79±6.99ab 5.13±0.12ab

43.5P10L 48.68±2.30 166.28±3.46ab 1.31±0.07bc 0.47±0.01a 2.77±0.10b 0.97±0.09ab 152.28±4.29ab 5.29±0.17a

46P8L 48.96±7.05 176.21±11.60a 1.53±0.06ab 0.44±0.00ab 3.35±0.12a 0.95±0.01ab 153.38±3.59ab 5.27±0.05a

46P10L 50.49±2.47 174.63±7.06a 1.63±0.12a 0.46±0.00ab 3.43±0.11a 1.02±0.02a 163.17±3.42a 5.17±0.11ab

饲料蛋白质水平Dietary protein level (%)

38.5P 39.61±2.22B 152.18±3.08B 0.89±0.08B 0.44±0.01B 2.43±0.11C 0.77±0.05B 138.77±3.40B 4.76±0.13B

41P 45.98±2.54AB 164.76±4.64AB 1.07±0.09B 0.45±0.01AB 2.64±0.12BC 0.84±0.03B 151.67±3.32A 5.18±0.11A

43.5P 47.67±1.86AB 162.60±5.30AB 1.40±0.05A 0.47±0.01A 2.79±0.09B 1.01±0.07A 154.53±3.80A 5.21±0.10A

46P 49.73±1.43A 175.42±6.09A 1.58±0.06A 0.45±0.01AB 3.39±0.08A 0.99±0.02A 158.27±3.12A 5.22±0.06A

饲料脂肪水平Dietary lipid level (%)

8L 45.67±2.40 165.40±4.37 1.17±0.11Y 0.45±0.00Y
2.74±0.14 0.86±0.05 149.10±3.37 5.05±0.08

10L 45.82±1.66 162.08±3.82 1.30±0.08X 0.46±0.01X
2.89±0.12 0.94±0.03 152.52±2.92 5.13±0.10

Two-way ANOVA

蛋白质 Protein 0.107 0.042 0.000 0.081 0.000 0.003 0.006 0.019
脂肪 Lipid 0.958 0.527 0.047 0.044 0.163 0.111 0.334 0.416
交互Interaction 0.952 0.611 0.048 0.661 0.588 0.216 0.451 0.549
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随着饲料蛋白质和脂肪水平的增加, 黑斑蛙肝脏中

的MDA和CAT活力均呈上升趋势, 且饲料蛋白质水

平的增加显著提高了SOD和GSH活性。这可能是

由于蛋白质含量的增加直接为抗氧化酶的合成提

供了更丰富的原料, 从而刺激了抗氧化酶的合成
[25]
。

此外, 蛋白质和脂肪水平的增加也可能造成黑斑蛙

肝脏氧化损伤程度的加剧, 从而导致了肝脏中MDA
含量的增加。为了应对这种氧化胁迫, 机体可能通

过反馈调节机制增强其抗氧化防御能力, 从而表现

为抗氧化酶活性的显著升高
[14]
。

 3.3   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙脂肪

代谢的影响

血清中总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密

度脂蛋白胆固醇(HDL-C)和低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C)的水平是评估机体脂质代谢状态的关键指

标
[26]
。在本研究中观察到, 随着饲料中蛋白质含量

的增加, 黑斑蛙血清中上述各项脂质指标的水平均

有所上升, 这与在杂交石斑鱼(Epinephelus lanceo-
latus ♂× Epinephelus fuscogut-tatus ♀)和匙吻鲟中

的研究结果相似
[13, 27]

。这可能是由于蛋白质摄入
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图 1   黑斑蛙肝脏油红O染色结果(400×)

Fig.  1    Results  of  oil  red  O  staining  in  the  liver  of Pelophylax
nigromaculatus (400×)
1. 38.5P8L组; 2. 38.5P10L组; 3. 41P8L组; 4. 41P10L组; 5. 43.5P8L
组; 6. 43.5P10L组; 7. 46P8L组; 8. 46P10L组; CV. 中央静脉, 图
示中央空白区域; LD. 脂滴, 图示区域。数据采用双因素方差分

析检验, 同列数据上标不同小写字母(a, b, 等)代表存在饲料蛋

白质和脂肪水平显著交互作用(P<0.05), 同列数据上标不同大

写字母(A、B和C)代表在饲料蛋白质水平上差异显著(P<0.05),
同列数据上标不同大写字母(X, Y)代表在饲料脂肪水平上差异

显著(P<0.05); 下同

1. Group 38.5P8L; 2. Group 38.5P10L; 3. Group 41P8L; 4. Group
41P10L; 5. Group 43.5P8L; 6. Group 43.5P10L; 7. Group 46P8L;
8.  Group 46P10L; CV. Central  Veios,  shown in the central  blank
area.  LD.  Lipid  Droplet,  shown  in  the  area.  Data  are  analyzed
using  two-way  ANOVA,  the  data  with  different  lowercase  (a,  b,
etc.)  in  the  same  column  represent  significant  difference  in  the
interaction  (P<0.05),  different  uppercase  (A,  B,  and  C)  represent
significant  difference  in  the  dietary  protein  level  (P<0.05),  and
different  uppercase  (X,  Y)  represent  significant  difference  in  the
dietary lipid level (P<0.05); the same applies below
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图 2   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏蛋白质代谢

相关基因的影响

Fig.  2    Effects  of  diets  with  different  protein  and  lipid  levels  on
liver protein metabolism-related genes in Pelophylax nigromacula-
tus
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的增加促进了脂肪代谢速率的提升, 进而造成了脂

肪代谢相关指标的上升
[28]
。同时, 在本研究中, 饲

料脂肪水平的提高显著增加了黑斑蛙血清中HDL-C
和LDL-C的含量, 这与在黑脊倒刺鲃(Spinibarbus ca-
ldwelli)和丝尾鳠(Hemibagrus wyckioides)中的研究

结果相似
[29, 30]

。肝脏组织油红染色结果表明, 在
10%脂肪水平下, 黑斑蛙肝脏的脂肪沉积加重, 且
43.5%、46%蛋白质水平时肝脏脂肪沉积更明显。

同时我们也观察到, 黑斑蛙血清中GOT和GPT活性

随饲料蛋白质水平升高呈上升趋势, 且46P组GOT
活性显著高于38.5P组。这表明肝脏内持续的脂肪

蓄积可能会加重肝脏受到的氧化应激, 并诱发脂肪

肝及肝脏纤维化等一系列肝脏疾病, 从而干扰其正

常功能的发挥
[31]
。肉碱脂酰转移酶1 (cpt1)是脂肪

酸β-氧化的关键限速酶, 其表达量和活性直接决定

了肝脏利用脂肪供能的效率
[32]
。在本研究中, 随着

饲料脂肪水平的升高, 黑斑蛙肝脏cpt1表达量显著

上调, 且38.5P10L组肝脏cpt1表达量显著高于46P8L

组。这可能是因为高蛋白质水平下机体优先利用

蛋白质供能, 抑制脂肪酸β-氧化通路; 而适当提高

脂肪水平可提供充足能量, 减少蛋白质的分解供能,
且适宜蛋白质−脂肪配比可激活CPT1通路, 促进脂

肪分解供能, 优化能量分配模式。此外, 增加脂肪

摄入可能会造成肝细胞内未被及时合成甘油三酯

的游离脂肪酸积累, 从而诱导机体适应性调节cpt1
表达量, 提升脂肪酸β-氧化效率

[33, 34]
。与本研究结

果相似的是: 在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)中的研

究结果表明, 适当增加摄入脂肪, 虹鳟pparα和cpt1
表达量均显著提高

[35]
。

 3.4   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙蛋白

质代谢的影响

尿素氮(BUN)和白蛋白(ALB)是动物体内蛋白

质代谢的关键产物, 血清BUN的浓度直接反映“蛋
白质摄入−分解−排泄”的动态平衡

[36]
。ALB是动物

血浆中最主要的蛋白质, 由肝脏合成分泌并参与循

环, 兼具运输功能与营养储备作用, 可作为评估肝

脏蛋白质合成能力的核心生物标志物
[37]
。在本实

验中, 黑斑蛙血清BUN与ALB含量随着饲料蛋白质

水平升高而显著增加, 这可能是由于饲料蛋白质含

量的提升加速了机体蛋白质的代谢, 从而导致氨基

氮代谢产物尿素氮和白蛋白含量累积
[38, 39]

。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mtor)是介导细胞生

长信号、调控蛋白质生物合成的核心调控元件, 其
作用靶点直接指向蛋白质合成起始阶段的限速步

骤。它通过对核糖体S6激酶(s6k)的调控来发挥作

用。本研究结果表明, 提高饲料蛋白质水平可显著

上调黑斑蛙肝脏中mtor和 s6k 的表达量, 这提示饲

料蛋白质水平的增加有助于增强黑斑蛙体内的蛋

白质合成代谢活性。在白沙鮻(Sillago sihama)和
杂交鳢(Channa maculata ♀ × Channa argus ♂)的研

究中也发现, 饲料蛋白质水平与mtor基因相对表

达量呈正相关
[18, 40]

。此外, 剑鲤(Carassius auratus
gibelio ♀  × Cyprinus  carpio  ♂)和团头鲂 (Megalo-
brama amblycephala)的研究表明, 氨基酸水平是调

控mtor基因表达及蛋白质合成的关键因素
[41, 42]; 而

饲料氨基酸含量与蛋白质水平呈正相关, 因此饲料

蛋白质水平通过改变氨基酸含量 , 可能是调控

mtor和s6k表达的重要机制。

 4    结论

综上所述, 饲料中适量添加脂肪可以减少蛋白

质的添加, 起到蛋白质节约作用, 而过量的蛋白质和

脂肪添加会导致黑斑蛙生长性能降低, 肝脏组织形

态和健康受到损害。在本研究条件下, 综合生长表
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图 3   饲料中不同蛋白质和脂肪含量对黑斑蛙肝脏脂肪代谢相

关基因的影响

Fig. 3   Effects of different protein and lipid levels in diets on liver
lipid metabolism-related genes in Pelophylax nigromaculatus
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现、蛋白质利用效率及肝脏健康等多方面因素, 黑
斑蛙饲料中适宜的蛋白质水平为38.5%, 脂肪水平

为10%, 该推荐值适用于规格为15—50 g的育成蛙

阶段, 且在类似模拟生态养殖环境中应用效果更优。
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DIETARY PROTEIN AND LIPID LEVELS ON GROWTH PERFORMANCE,
HEPATIC ANTIOXIDANT CAPACITY, AND PROTEIN-LIPID META

BOLISM OF PELOPHYLAX NIGROMACULATA

SHI Xu, WU Xiong-Qi, ZHONG Lei, HU Yi and DAI Ji-Hong
(Fisheries College, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China)

Abstract: This study was conducted to investigate the effects of different dietary protein and lipid levels on the growth
performance, hepatic antioxidant capacity, and protein-lipid metabolism of juvenile Pelophylax nigromaculatus. A 4×2
factorial design was used, with dietary protein levels set at 38.5%, 41%, 43.5%, and 46%, and dietary lipid levels of 8%
and 10%, resulting in the formulation of 8 experimental diets. Juvenile P. nigromaculatus with an initial body weight of
(15.00±0.10) g were fed the diets for 8 weeks. The results indicated that the average weight gain rate (WGR) initially
increased and then decreased with increasing dietary protein and lipid levels. The 41P10L group achieved the highest
WGR, but no significant difference was observed compared with the 38.5P10L and 41P8L groups (P>0.05). Additio-
nally,  the  38.5P10L  group  showed  the  highest  protein  efficiency  ratio  (PER)  (P<0.05).  Among  all  groups,  the  46%
protein  group  had  the  highest  average  contents  of  serum  total  cholesterol  (TC),  high-density  lipoprotein  cholesterol
(HDL-C),  albumin  (ALB),  and  urea  nitrogen  (BUN),  while  the  43.5%  protein  group  exhibited  the  highest  average
contents of serum triglycerides (TG) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C)—with these respective indices in
both groups being significantly higher than those in the 38.5% protein group (P<0.05). The results of oil red O staining
indicated that lipid deposition in the liver of P. nigromaculatus was aggravated at the 10% lipid level, particularly under
43.5%  and  46%  protein  levels  (P<0.05).  The  average  serum  activities  of  glutamic-pyruvic  transaminase  (GPT)  and
glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT) in the 46% protein group were significantly higher than those in the 38.5%
protein  group  (P<0.05).  Additionally,  the  average  activities  of  intestinal  digestive  enzymes,  hepatic  antioxidant
enzymes,  and  the  malondialdehyde  (MDA)  content  increased  with  the  elevation  of  dietary  protein  and  lipid  levels.
Regarding gene expression, the relative expression levels of hepatic mtor and s6k in the 46% protein group were signifi-
cantly higher than those in the 38.5% protein group (P<0.05), while the hepatic cpt1 expression level in the 10% lipid
group was significantly higher than that in the 8% lipid group (P<0.05). In conclusion, although a dietary protein level
of 41% supported higher WGR, it resulted in reduced PER. In contrast, dietary protein levels of 43.5% and 46% were
more prone to induce aggravated hepatic lipid deposition and hepatic injury. Considering comprehensive factors includ-
ing growth performance, protein utilization efficiency, and hepatic health, the optimal dietary protein level for P. nigro-
maculatus was determined to be 38.5%, with an optimal dietary lipid level of 10%.

Key words: Feed protein; Feed Lipid; Growth performance; Antioxidant capacity; Protein-lipid metabolism; Pelophy-
lax nigromaculatus
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