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摘要: 研究旨在从肠道健康相关指标变化的角度, 确定美洲鳗鲡(Anguilla rostrata)幼鱼饲料中无机形式微量

元素(Inorganic micro-minerals, IMM)适宜添加水平。将500尾实验鱼[平均初重为(22.99±0.15) g/尾]随机分为

5个处理组, 分别饲喂基础饲料中添加复合IMM预混料水平为0、600、1200、1800和2400 mg/kg的实验饲料,
每组4个重复, 每个重复25尾鱼, 实验期为70d。每千克复合IMM预混料含铜10.0 g、铁150 g、锰33 g、锌83 g、
碘4.17 g、硒0.67 g和钴0.67 g。结果显示, 随着饲料中复合IMM预混料添加水平的升高, 实验鱼肠道淀粉酶、

脂肪酶、蛋白酶、总超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性, 肠道绒毛高度、肌层厚度及

微绒毛密度呈先升高后降低趋势, 均在1200 mg/kg 复合IMM预混料组数值最高; 血清D-乳酸水平、二胺氧化

酶活性和肠道丙二醛水平呈先降低后升高趋势, 均在1200 mg/kg 复合IMM预混料组数值最低。在饲料中添

加1200 mg/kg 复合IMM预混料有益于调节肠道菌群组成, 增加有益菌相对丰度, 抑制潜在致病菌增殖。以血

清D-乳酸水平和二胺氧化酶活性及肠道绒毛高度为评价指标, 用二次回归模型得出复合IMM预混料在饲料

中适宜的添加水平分别为900、1150和916 mg/kg。结合不同水平复合IMM预混料改善美洲鳗鲡幼鱼肠道健

康的效果, 初步确定复合IMM预混料在饲料中适宜添加水平为900—1200 mg/kg, 即饲料中添加铜9.0—12.0 mg/
kg、铁135—180 mg/kg、锰30—40 mg/kg、锌75—100 mg/kg、碘3.75—5.00 mg/kg、硒0.60—0.80 mg/kg和钴

0.60—0.80 mg/kg。研究结果可为鳗鲡微量元素需要量研究及饲料科学配制提供参考。
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微量元素指生物体内含量低于体重0.01%的元

素, 其在生物体内不能产生与合成, 需由食物或环境

提供
[1]
。目前, 鱼类饲料中必需的微量元素主要为

铁、铜、锰、锌、硒、碘、钴七种, 且以无机形式添

加为主
[2]
。微量元素作为鱼体内许多生物酶和蛋白

质的辅助因子或结构成分, 在能量代谢、免疫应

答、骨骼发育及繁殖等关键生理过程中发挥着重要

作用
[1, 3, 4]

。目前, 鱼类饲料中微量元素适宜添加水

平的研究主要采用单一微量元素的方法, 在确定饲

料中不同种类微量元素适宜添加水平后, 再以适宜

水平的不同微量元素配制成预混料添加在饲料中应

用
[5]
。而近年来在断奶仔猪、AA肉仔鸡和罗曼褐壳

蛋鸡的微量元素营养研究中发现, 以上述方法确定

的各微量元素适宜添加水平配制的预混料却未获得

最佳添加效果
[6—8]

。这可能是因为单一微量元素的

方法忽略不同微量元素间的协同或拮抗作用, 所估

测某单一微量元素的“适宜”添加水平易受到其他微

量元素水平的影响
[5, 6]

。为考虑不同微量元素的相互

作用在估测其适宜添加水平中的影响, 最近在断奶

仔猪、育肥猪、黄羽肉鸡和汶上芦花鸡等陆生动物

的微量元素营养研究中, 则使用添加复合微量元素

预混料的方法估测微量元素的适宜添加水平, 该方
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法得到越来越多的动物营养研究者的认可
[9—12]

。

长期以来, 鱼类饲料中微量元素适宜添加水平

的研究主要以生长性能(如增重率、特定生长率、

饲料效率)、全鱼或组织器官(如肝脏、脊椎骨和血

液等)微量元素含量作为评价指标
[3, 5]

。然而, 仅依

赖生长性能和鱼体或组织器官微量元素含量指标,
无法充分反映微量元素对鱼体生理健康的影响。

鱼体整体生理健康以肠道、肝脏和胰脏等主要内

脏器官的生理健康、组织结构与功能完整性为基

础
[1]
。其中, 肠道作为鱼类消化吸收、免疫防御、

内分泌和代谢的重要器官, 对鱼体健康发挥至关重

要的作用
[1, 3]

。近年来, 越来越多的学者将研究重

点聚焦于鱼类的肠道健康状况, 通常将肠道通透

性、肠道黏膜组织结构、肠道菌群等作为评价指

标
[13]
。目前, 还未见以肠道健康有关指标评价鱼类

饲料中微量元素适宜添加水平的报道。

鳗鲡(Anguilla spp.), 又称鳗鱼、白鳝, 属降海

洄游鱼类, 是我国重要养殖经济鱼类之一
[14]
。在鳗

鲡养殖的主要品种中, 美洲鳗鲡(Anguilla rostrata)
是我国南方多个省份的主导品种

[15]
。目前, 还未见

采用复合微量元素预混料的方法, 以肠道健康评价

指标估测美洲鳗鲡幼鱼饲料中微量元素适宜添加

水平的报道。因此, 本实验在美洲鳗鲡幼鱼饲料中

添加不同水平IMM, 综合考虑肠道消化酶活性、抗

氧化能力、通透性和组织形态相关指标及肠道菌

群组成和相对丰度, 初步确定饲料中适宜的IMM添

加水平, 为鳗鲡微量元素需要量的研究及饲料科学

配制提供参考。

 1    材料与方法

 1.1   实验设计

将500尾美洲鳗鲡幼鱼 [平均初重为 (22.99±
0.15) g/尾]随机分为5个处理组, 分别饲喂基础饲料

中添加复合IMM预混料水平为0 (IMM0组)、600
(IMM600组)、1200 (IMM1200组)、1800 (IMM1800
组)和2400 (IMM2400组) mg/kg的实验饲料。其中,
IMM1200组所添加的微量元素水平参考马德英等

[16]

鳗鲡饲料微量元素推荐添加值, 即铜12.0 mg/kg、
铁180 mg/kg、锰40 mg/kg、锌100 mg/kg、碘5.00 mg/
kg、硒0.80 mg/kg和钴0.80 mg/kg。每组4个重复,
每个重复25尾鱼, 实验期70d。
 1.2   实验饲料

实验饲料主要蛋白原料为白鱼粉(G.L.S.牌阿

拉斯加低温白鱼粉)和红鱼粉(巴哈鱼粉), 其组成及

营养水平见表 1。饲料原料均购自福清市海美生物

科技有限公司, 用超碎粉碎机(ZFJ-300, 江阴市睿总

机械制造有限公司, 中国)粉碎, 过80目筛网, 再根

据饲料配方比例采用逐级混匀法混合均匀后于4℃
保存备用, 具体的操作步骤与Lu等[17]

的研究一致。

不同IMM处理组饲料中主要微量元素铜、铁、锰

和锌的实际含量见表 2。无机形式的各微量元素原

 

表 1   实验饲料组成及营养水平

Tab. 1   Composition and nutrient levels of experimental diets

项目Item IMM0 IMM600 IMM1200 IMM1800 IMM2400
原料Ingredient (%)

白鱼粉White
fish meal

40.00 40.00 40.00 40.00 40.00

红鱼粉Brown
fish meal

27.00 27.00 27.00 27.00 27.00

α-淀粉α-starch 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00

酵母粉Beer
yeast powder

4.00 4.00 4.00 4.00 4.00

膨化大豆
Puffed soybean

1.85 1.85 1.85 1.85 1.85

氯化胆碱
Choline
chloride

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

磷酸二氢钙
Ca(H2PO4)2

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

七水硫酸镁
MgSO4·7H2O

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

复合维生素预
混料Multivi-
tamin premix1

0.40 0.40 0.40 0.40 0.40

复合IMM预混
料Compound
IMM premix2

0 0.06 0.12 0.18 0.24

沸石粉Zeolite
powder

0.25 0.19 0.13 0.07 0.01

合计 Total 100 100 100 100 100

营养组成Nutritional composition (%)

粗蛋白Crude
protein

47.20 47.50 47.44 47.86 47.47

粗脂肪Crude
lipid

6.03 6.05 6.02 6.03 6.00

灰分Ash 12.65 12.74 12.62 12.74 12.60

注: 1
每千克复合维生素预混料含: 维生素A 3333333.33 IU,

维生素D3 416666.67 IU, 维生素E 15.00 g, 维生素K3 15.00 g, 维
生素B1 2.67 g, 维生素B2 5.00 g, 维生素B6 2.00 g, 维生素B12

0.01 g, 维生素C 33.33 g, D-泛酸10.00 g, 烟酸胺23.33 g, 叶酸

0.33 g, D-生物素 0.05 g, 肌醇33.33 g; 2
每千克复合IMM预混料

含: 17.09 g Cu2(OH)3Cl (铜含量58.50%)、491.80 g FeSO4·H2O
(铁含量30.50%)、104.17 g MnSO4·H2O (锰含量32.00%)、238.10 g
ZnSO4·H2O (锌含量35.00%)、6.72 g Ca(IO3)2 (碘含量62.00%)、
1.48 g Na2SeO3 (硒含量45.00%)、2.02 g CoSO4·H2O (钴含量

33.00%)、138.62 g沸石粉
Note: 1Each  kilogram  of  multivitamin  premix  contains:  VA

3333333.33 IU, VD3 416666.67 IU, VE 15.00 g, VK3 15.00 g, VB1
2.67 g, VB2 5.00 g, VB6 2.00 g, VB12 0.01 g, VC 33.33 g, D- panto-
thenic acid 10.00 g, amyl nicotinate 23.33 g, folic acid 0.33 g, D-
biotin  0.05  g,  and  inositol  33.33  g; 2Each  kilogram  of  the  com-
pound  IMM premix  contains:  17.09  g  Cu2(OH)3Cl  (Cu  58.50%),
491.80  g  FeSO4·H2O  (Fe  30.50%),  104.17  g  MnSO4·H2O  (Mn
32.00%),  104.17  g  ZnSO4·H2O  (Zn  35.00%),  6.72  g  Ca(IO3)2 (I
62.00%),  1.48  g  Na2SeO3 (Se  45.00%),  2.02  g  CoSO4·H2O  (Co
33.00%), and 138.62 g zeolite powder
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料由福建深纳生物工程有限公司提供。

 1.3   饲养管理

在集美大学产学研水产实验基地开展养殖实

验。将购自明溪县凯润达渔业有限公司的800尾实

验鱼暂养在两个圆形养殖缸(直径110 cm, 高80 cm)
中暂养28d, 每天将鳗鲡商业配合饲料与水按1﹕
1.3混合搓成团状并定时(06:00和18:00)饲喂, 饲喂

25min后捞出残饵和粪便。暂养28d并确认实验鱼

摄食和健康状况稳定后, 将实验鱼禁食24h。挑选

规格相近的健康幼鱼500尾, 随机分于20个圆形养

殖缸(直径60 cm, 高100 cm, 注水量约为320 L)中,
采用循环水养殖, 每个养殖缸24h充氧。正式实验

期间饲喂实验饲料, 根据实际饱食情况调整饲喂量,
饲喂30min后捞出残饵、记录摄食量和鱼死亡状

况, 根据养殖缸水质情况, 每两天更换养殖缸实际

水体的20%—30%。暂养及正式实验期间水温控制

在25—27℃, pH维持在7.0—8.0, 溶解氧>7.7 mg/L,
氨氮浓度<0.2 mg/L。
 1.4   样品采集

在70d养殖实验结束后, 将实验鱼禁食24h。每

缸随机挑选14尾鱼用丁香酚(0.1 g/L)麻醉10min后
进行采血。血液样本于4℃条件下过夜后进行离心

(3000 r/min, 10min), 取上清液于–80℃冰箱保存。

采血后的实验鱼用医用手术剪刀解剖, 取肠道备

用。每缸随机取8尾鱼的肠道用于消化酶活性和抗

氧化能力测定; 2尾鱼的肠道分别用多聚甲醛和电

镜固定液固定, 用于肠道组织切片的制备和电镜扫

描观察。取4尾鱼的肠道做菌群多样性分析。

 1.5   测定指标及方法

肠道通透性指标　　使用南京建成生物工程

研究所生产的试剂盒测定血清D-乳酸 (D-lactic
acid,  D-lac)水平和二胺氧化酶 (Diamine  oxidase,
DAO)活性, 按照说明书操作步骤进行测定。

肠道总蛋白定量测定　　将肠道组织样品制

成匀浆后, 使用南京建成生物工程研究所的试剂盒,
通过BCA法测定蛋白浓度, 进行蛋白定量。

肠道消化酶活性　　肠道蛋白酶、脂肪酶和

淀粉酶活性使用南京建成生物工程研究所生产的

试剂盒, 按说明书上方法进行测定。

肠道抗氧化能力指标　　采用南京建成生物

工程研究所生产的试剂盒测定总超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, T-SOD)、过氧化氢酶(Cata-
lase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione per-
oxidase,  GSH-Px)活性和丙二醛 (Malondialdehyde,
MDA)水平, 按照说明书步骤进行测定。

肠道组织形态及观察　　将固定在多聚甲醛

中的肠道取出, 脱水。对脱水后的样品依次进行石

蜡包埋、切片、去除表面水分后进行烤片。使用

HE(苏木精−伊红)染色并封片。具体操作步骤与

Lu等 [17]
一致。使用正置荧光显微镜 (BX80-JPA,

Olympus, Japan)观察拍照。

肠道扫描电镜样品制备具体过程参考Lu等[17]

方法, 使用扫描电子显微镜(SU8100, Hitachi, Japan)
采集图像。在采集的图像中随机选取3个等面积

(2.61 μm2)区域进行微绒毛数量统计, 用于计算肠

道微绒毛密度。

肠道菌群测序分析　　分别选取 IMM0、
IMM1200和IMM2400组各8个肠道样品, 委托北京

奥维森基因科技有限公司进行肠道菌群测序分

析。先使用E.Z.N.A. Soil DNA Kit (Omega Bio-tek,
Inc., USA)试剂盒提取美洲鳗鲡幼鱼肠道样本的基

因组DNA, 提取方法参照试剂盒说明书。然后使用

Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Inc., USA)
检测DNA质量和浓度。检测合格的样品在 Illu-
mina Miseq PE300高通量测序平台进行序列测定。

 1.6   统计分析

实验结果以平均值±标准差表示。使用SPSS
25.0软件做单因素方差分析(One-way ANOVA), 采
用邓肯法进行多重比较, P<0.05表示差异显著。使

用Leica Application Suite X软件测量绒毛高度及肌

层厚度; QIIME2软件计算Alpha多样性和Beta多样

性, 通过Kruskal Wallis法分析肠道菌群差异。采用

GraphPad Prism8软件制图。

 2    结果

 2.1   美洲鳗鲡幼鱼肠道通透性相关指标

由图 1 可知, 与IMM0组相比, IMM1200组的D-
lac水平显著降低(P<0.05),  IMM600、IMM1800及
IMM2400组的D-lac水平无显著变化(P>0.05); IMM
600和 IMM1200组的DAO活性显著降低 (P<0.05),
IMM1800及IMM2400组的DAO活性无显著变化(P>
0.05)。如图 2所示, 以肠道D-lac水平和DAO活性作

为评价指标, 通过二次回归模型得出饲料中复合

 

表 2   不同组饲料中各IMM实测值

Tab.  2    Measured  values  of  IMM  in  diets  of  different  groups
(mg/kg)

微量元素
Micro-minerals IMM0 IMM600 IMM1200 IMM1800 IMM2400

Cu 2.50 8.56 14.45 20.66 26.6

Fe 273.75 364.80 455.21 541.53 631.49

Mn 7.73 26.51 47.39 68.22 86.18
Zn 64.36 114.09 167.32 215.98 265.35
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IMM预混料最佳添加水平分别为900和1150 mg/kg。
 2.2   美洲鳗鲡幼鱼肠道消化酶活性

由表 3可知, 与IMM0组相比, IMM600、IMM

1200和IMM1800组的淀粉酶及脂肪酶活性均显著

升高(P<0.05), IMM2400组的淀粉酶及脂肪酶活性

无显著差异(P>0.05);  IMM600和IMM1200组的蛋

白酶活性显著升高(P<0.05), IMM1800组的蛋白酶

活性无显著差异(P>0.05), 而IMM2400组的蛋白酶

活性显著降低(P<0.05)。IMM1200组的淀粉酶、脂

肪酶及蛋白酶活性显著高于其他组(P<0.05)。
 2.3   美洲鳗鲡幼鱼肠道抗氧化能力指标

如表  4所示 , 与IMM0组相比 ,  IMM1200组的

CAT及T-SOD活性显著升高(P<0.05), MDA水平显

著降低 (P<0.05),  IMM600、 IMM1800及 IMM2400
组的CAT、T-SOD活性及MDA水平均无显著变化

(P>0.05); IMM600和IMM1200组的GSH-Px活性显

著提高(P<0.05), IMM1800和IMM2400组的GSH-Px
活性无显著变化(P>0.05)。
 2.4   美洲鳗鲡幼鱼肠道组织形态

由表 5、图 3和图 4可知, 随着饲料中复合IMM
预混料添加水平的升高 , 实验鱼肠道绒毛高度、

肌层厚度和微绒毛密度呈先升高后降低趋势, 在
1200 mg/kg复合IMM预混料组有最大数值。如图 5
所示, 以肠道微绒毛高度作为评价指标, 通过二次

回归模型得出饲料中复合IMM预混料最佳添加水

平为916 mg/kg。
 2.5   美洲鳗鲡幼鱼肠道菌群

由图 6可知, IMM1200组的PD_whole_tree指数
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图 1   不同IMM处理组的实验鱼肠道通透性相关指标

Fig. 1   Indicators related to intestinal permeability of experimen-
tal fish in different IMM treatment groups

图中字母不同表示差异显著(P<0.05); 下同

Different letters  within  the  same  row  indicate  significant  differ-
ences (P<0.05); the same applies below
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图 2   饲料中复合IMM预混料添加水平与肠道通透性相关指标

的关系

Fig. 2   Relationship between the levels of compound IMM premix
supplemented in the diets and indicators of intestinal permeability
 

表 3    不同IMM处理组的实验鱼肠道消化酶活性

Tab. 3    The activities of intestinal digestive enzymes of the experimental fish in different IMM treatment groups

项目Item IMM0 IMM600 IMM1200 IMM1800 IMM2400

淀粉酶Amylase (U/mg prot) 0.41±0.07a 0.66±0.12b 1.04±0.11c 0.63±0.09b 0.44±0.09a

脂肪酶Lipase (U/g prot) 25.12±0.88a 46.59±4.38c 56.23±2.60d 36.42±1.64b 22.98±3.47a

蛋白酶Protease (U/mg prot) 131.99±5.45b 142.44±4.99c 160.76±5.90d 136.86±4.09bc 118.52±6.70a

注: 同行数据肩标字母不同表示差异显著(P<0.05);下同
Note: Different letters within the same row indicate significant differences (P<0.05); the same applies below

 

表 4    不同IMM处理组的实验鱼肠道抗氧化能力指标

Tab. 4    Indices of intestinal antioxidant capacity of experimental fish in different IMM treatment groups

项目Item IMM0 IMM600 IMM1200 IMM1800 IMM2400

CAT (U/mg prot) 5.31±0.58ab 6.49±0.87bc 7.62±0.44c 4.50±0.37a 4.17±0.88a

T-SOD (U/mg prot) 95.64±8.63ab 103.88±2.31bc 106.43±3.68c 96.95±4.46abc 88.92±5.39a

GSH-Px (U/mg prot) 20.54±1.85a 23.74±2.53b 28.80±0.43c 20.56±1.08a 19.30±0.20a

MDA (nmol/mg prot) 0.75±0.08b 0.67±0.13b 0.44±0.06a 0.71±0.12b 0.74±0.10b

 

表 5    不同IMM处理组的实验鱼肠道组织形态相关指标

Tab. 5    Indicators related to intestinal tissue morphology of experimental fish in different IMM treatment groups

项目Item IMM0 IMM600 IMM1200 IMM1800 IMM2400

绒毛高度Villus height (µm) 615.52±36.33b 701.76±28.49c 840.68±28.36e 678.14±26.73c 478.03±14.63a

肌层厚度Muscular thickness (µm) 77.21±4.87c 82.60±3.51d 89.41±1.78e 63.28±2.30b 46.03±1.64a

微绒毛密度Microvillus density (根/µm2) 84.58±1.73bc 87.10±3.68c 105.23±7.29d 77.88±0.75ab 74.85±2.71a
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均显著低于IMM0和IMM2400组(P<0.05), 而IMM0
和IMM2400组间的PD_whole_tree指数无显著差异

(P>0.05)。各处理组间的chao1、observed_species
和shannon指数均无显著差异(P>0.05)。

由图  7可知 ,  IMM0、IMM1200和IMM2400组
之间样点相距较远, 各处理组之间菌群差异大。

由图 8a可知, 实验鱼肠道中的优势菌门主要为

厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、
放线菌门(Actinobacteriota)、拟杆菌门(Bacteroidota)
和酸杆菌门 (Acidobacteriota)。由图  8b可知 , 与
IMM0组相比, IMM1200组厚壁菌门相对丰度有上

升趋势。IMM2400组厚壁菌门相对丰度显著低于

IMM1200组(P<0.05)。各处理组间变形菌门、放线

菌门、拟杆菌门和酸杆菌门相对丰度无显著差异

(P>0.05)。
由图 9a可知, 实验鱼肠道菌群中优势菌属主要

为狭义梭菌属_1 (Clostridium_sensu_stricto_1)、邻

单胞菌属 (Plesiomonas)、副梭菌属 (Paraclostri-
dium)、罗姆布茨菌属(Romboutsia)、爱德华氏菌属

(Edwardsiella)和不动杆菌属(Acinetobacter)。由图 9b
可知, 经LEfSe分析得出IMM0组实验鱼肠道中葡萄

球菌属(Staphylococcus)、棒状杆菌属(Corynebac-
terium)、肠杆菌属(Enterobacter)和不动杆菌属相

对丰度显著升高(P<0.05); IMM1200组罗姆布茨菌

属、狭义梭菌属_1和邻单胞菌属相对丰度显著升

高 (P<0.05);  IMM2400组短波单胞菌属 (Brevundi-
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图 4   不同IMM处理组的实验鱼肠道电镜扫描观察

Fig.  4    Electron microscopic  scanning  of  the  intestine  of  experi-
mental fish in different IMM treatment groups
图中a—e分别表示IMM0、IMM600、IMM1200、IMM1800及
IMM2400组实验鱼肠道的扫描电镜图

Graphs  a  to  e  represent  the  scanning  electron  microscope  images
of  the  intestines  of  experimental  fish  from  the  IMM0,  IMM600,
IMM1200, IMM1800, and IMM2400 groups, respectively
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图 3   不同IMM处理组的实验鱼肠道组织形态

Fig. 3   Intestinal tissue morphology of experimental fish in differ-
ent IMM treatment groups
图中a—e分别表示IMM0、IMM600、IMM1200、IMM1800及
IMM2400组实验鱼的肠道组织形态; VH. 绒毛高度; MT. 肌层

厚度

Graphs  a  to  e  represent  the  intestinal  tissue  morphology  of  the
experimental  fish  in  the  IMM0,  IMM600,  IMM1200,  IMM1800,
and  IMM2400  groups,  respectively;  VH.  villus  height;  MT.
muscle layer thickness
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图 5   饲料中复合IMM预混料添加水平与肠道绒毛高度的关系

Fig. 5   Relationship between the level of compound IMM premix
supplemented in the diet and the height of intestinal passage villi
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monas)、假单胞菌属(Pseudomonas)和寡养单胞菌

属(Stenotrophomonas)相对丰度显著升高(P<0.05)。
 3    讨论

 3.1   饲料中添加不同水平IMM对美洲鳗鲡幼鱼肠

道通透性相关指标的影响

血清D-lac水平和DAO活性是评价肠道黏膜通

透性的重要指标, 血清中D-lac水平和DAO活性降
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图 6   不同IMM处理组的实验鱼肠道菌群Alpha 多样性

Fig.  6    Alpha diversity  of  intestinal  flora  of  experimental  fish  in
the different IMM treatment groups

图中*代表有显著差异(P<0.05)
* represents significant difference (P<0.05)
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图 7   不同IMM处理组的实验鱼肠道菌群Beta多样性

Fig. 7   Beta diversity of intestinal flora of experimental fish in the
different IMM treatment groups
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图 8    不同IMM处理组的实验鱼肠道菌群组成(门水平)
Fig. 8    Intestinal flora composition of experimental fish in the different IMM treatment groups (phylum level)
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低表明肠道黏膜通透性降低
[18, 19]

。在本实验中, 饲
料中添加不同水平复合IMM预混料显著影响血清

D-lac水平和DAO活性, 且随着添加水平的升高, 二
者呈先下降后上升趋势, 在1200 mg/kg复合IMM预

混料组数值最低。这与美洲鳗鲡幼鱼饲料中添加

不同水平包被复合IMM预混料后, 实验鱼血清D-
lac水平和DAO活性的变化趋势一致

[20]
。这说明饲

料中添加适宜水平微量元素可降低肠道黏膜通透

性, 可能有利于提高肠道屏障功能。

 3.2   饲料中添加不同水平IMM对美洲鳗鲡幼鱼肠

道消化酶活性的影响

鱼类消化酶主要包括淀粉酶、脂肪酶和蛋白

酶等, 其活性反应鱼体对营养物质的消化能力
[1]
。

在本实验中, 饲料中添加不同水平复合IMM预混料

显著影响实验鱼的肠道消化酶活性, 且随着添加水

平的升高呈先升高后降低趋势, 在1200 mg/kg复合

IMM预混料组有最高数值。这与美洲鳗鲡幼鱼和

草鱼(Ctenopharyngodon idella)饲料中添加不同水

平包被复合IMM预混料
[20, 21], 尼罗罗非鱼和草鱼饲

料中添加不同水平复合氨基酸微量元素螯合物预

混料后肠道消化酶活性的变化趋势一致
[22, 23]

。这

表明, 饲料中添加适宜水平微量元素可提高实验鱼

肠道消化酶活性。这可能与饲料中添加适宜水平

微量元素改善鱼体肠道组织形态, 肠道上皮细胞数

量增加而促进了消化酶分泌有关
[24]
。

 3.3   饲料中添加不同水平IMM对美洲鳗鲡幼鱼肠

道抗氧化能力指标的影响

鱼类的抗氧化系统主要由一系列抗氧化酶组

成 , 包括T-SOD、CAT和GSH-Px等关键酶
[25]
。其

中T-SOD是鱼体内普遍存在的金属抗氧化酶(CuZn-
SOD、Mn-SOD), 可催化超氧阴离子的歧化反应,
生成H2O2和H2O, 从而保护机体免受活性氧诱导的

氧化应激
[26]
。CAT可催化H2O2分解产生H2O和O2,

保护细胞免受进一步的氧化损伤
[27]
。GSH-Px可利

用还原性谷胱甘肽(GSH)催化氢过氧化物和过氧化

物的还原, 有助于鱼体抵抗过量活性氧引起的氧化

应激
[28]
。MDA是脂质过氧化的产物之一, 可反映

细胞或组织受氧化损伤的程度
[29]
。在本实验中, 随

着饲料中复合IMM预混料添加水平的升高, 实验鱼

肠道T-SOD、CAT和GSH-Px活性均呈先升高后降

低趋势, MDA水平呈先降低后升高趋势, 上述指标

均在1200 mg/kg复合IMM预混料组有极值。这与

美洲鳗鲡幼鱼饲料中添加不同水平包被复合IMM
预混料后, 实验鱼肠道抗氧化酶活性及MDA水平

变化趋势一致
[20]
。在大菱鲆(Scophthalmus maximus)

和凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)饲料中添加不

同水平复合氨基酸微量元素螯合物预混料也有类

似的研究结果
[30, 31]

。这说明饲料中添加适宜水平

微量元素有利于提高实验鱼和虾的肠道抗氧化能

力。研究表明, 微量元素在抗氧化酶的组成、结构

稳定和催化活性中起着重要作用, 如铜和锌是CuZn-
SOD的重要组成部分, 锰是Mn-SOD的重要组成部

分, 铁是CAT的辅助因子, 硒是GSH-Px的组成成分, 这
些抗氧化酶能够保护细胞免受氧化应激的损伤

[3—5]
。

目前, 有关饲料中添加适宜水平微量元素提高抗氧

化酶相关活性, 不足或过量添加抑制抗氧化酶活并

导致氧化损伤发生的现象已被广泛报道
[3, 24, 32]

。在

本实验中, 美洲鳗鲡幼鱼肠道抗氧化酶活性升高可

能是饲料提供的适宜水平铜、铁、锰、锌、硒共

同作用的结果, 而微量元素调节抗氧化酶活性的具

体作用途径还需进一步研究。

 3.4   饲料中添加不同水平IMM对美洲鳗鲡幼鱼肠

道组织形态的影响

肠道绒毛高度、肌层厚度和微绒毛密度与肠

道的生长发育和消化吸收能力密切相关
[33]
。肠道

绒毛高度和微绒毛密度的增加可增大与食物的接

触面积, 促进对营养物质的消化吸收; 肌层厚度增

加则反应肠道的收缩能力提高, 促进食物与消化液

的充分混合, 进而提高消化吸收效率
[34]
。在本实验

中, 饲料中添加不同水平复合IMM预混料显著影响

实验鱼肠道绒毛高度、肌层厚度和微绒毛密度, 且
随着添加水平的升高, 上述指标呈先升高后降低趋

势, 在1200 mg/kg复合IMM预混料组数值最大。这

与美洲鳗鲡幼鱼和草鱼饲料中添加不同水平包被

复合IMM预混料, 尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)
饲料中添加不同水平氨基酸微量元素螯合物预混

料后肠道肌层厚度和绒毛高度的变化趋势类似
[20—22]

。

这说明饲料中添加适宜水平微量元素有利于改善

实验鱼的肠道组织形态。研究表明, 微量元素如

锌、铁、铜、硒和锰在维持鱼体肠道组织形态中

发挥重要作用, 其中锌和铁适量添加改善实验鱼肠

道肌层厚度、绒毛高度和结构完整性, 而不足或过

量添加导致肠道组织形态和结构完整性受到破坏

的报道较多
[24, 35, 36]

。美洲鳗鲡幼鱼肠道组织形态

得到改善可能与饲料中适宜水平的锌、铁、铜、

硒和锰有关, 而微量元素改善肠道组织形态的具体

的作用途径还有待研究。

 3.5   饲料中添加不同水平IMM对美洲鳗鲡幼鱼肠

道菌群的影响

肠道微生物对维持肠道健康具有重要作用, 肠
道菌群的变化与疾病的发生和发展密切相关

[37]
。

在鱼类肠道微生物研究中, Alpha多样性是反映肠
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道菌群丰富度和多样性的综合指标, Chao1和Observed_
species指数反应菌群丰富度 ,  PD_whole_tree和
shannon指数则反应菌群多样性, 上述指数数值越

大表示菌群丰富度和多样性越高
[17]
。在本实验中,

IMM1200组PD_whole_tree指数显著低于 IMM0和
IMM2400组 , 而各处理组间的Chao1、Observed_
species和shannon指数无显著差异。这说明在饲料

中添加适宜水平IMM可降低实验鱼肠道菌群多样

性。在美洲鳗鲡幼鱼饲料中添加不同水平包被复

合IMM预混料也有类似研究结果
[20]
。

PLS-DA分析结果显示, 饲料添加不同水平复

合IMM预混料可显著改变实验鱼肠道菌群组成。

在本实验中, 实验鱼肠道菌群主要由厚壁菌门、变

形菌门、放线菌门、拟杆菌门和酸杆菌门组成, 与
以往研究中美洲鳗鲡的肠道菌群组成类似

[17, 38, 39]
。

值得注意的是, 与IMM0组相比, IMM1200组美洲鳗

鲡幼鱼肠道中厚壁菌门相对丰度有升高趋势。而

IMM2400组厚壁菌门相对丰度显著低于IMM1200
组。研究表明, 厚壁菌门细菌可以产生多种降解膳

食营养物质的酶, 分解多糖和多脂类物质, 还可刺

激鱼类肠道对脂肪酸的吸收, 从而促进宿主对能量

的储存, 是淡水鱼类肠道中的优势菌群
[40, 41]

。

经LEfSe分析, IMM0组实验鱼肠道中葡萄球菌

属、棒状杆菌属、肠杆菌属和不动杆菌属相对丰

度显著升高。研究表明, 葡萄球菌属中的大多细菌

均可引发皮肤感染和机体炎症的产生, 且具有较强

耐药性, 是虹鳟(Oncorhynchus mykiss)和鲷(Pagro-
somus major)肠道中常见的条件致病菌

[42, 43]
。棒状

杆菌属中的一些条件致病菌可分泌外毒素, 如白喉

毒素, 可引起局部炎症
[44]
。该菌属在人类和陆生动

物中报道较多, 而在鱼类肠道中是否有类似不利影

响, 还有待进一步研究。肠杆菌属细菌是水产动物

中常见的条件致病菌, 在机体免疫力下降时易引起

感染, 该菌属中的一些细菌对牛蛙(Lithobates cates-
beianus)和罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)幼
体有较强的致病性

[45, 46]
。不动杆菌属中存在较多

鱼类肠道中潜在的致病菌, 且具有较强的耐药性,
该菌属中已报道的养殖鳗鲡病原菌有鲁氏不动杆

菌(Acinetobacter lwoffii)和鲍曼不动杆菌(Acinetoba-
cter baumannii)[47]

。可见, 饲料中微量元素添加不

足可能会导致实验鱼肠道中潜在致病菌相对丰度

增加, 加大感染疾病的风险。

IMM1200组实验鱼肠道中罗姆布茨菌属、狭

义梭菌属_1和邻单胞菌属相对丰度显著升高。研

究表明, 罗姆布茨菌属细菌能将肠道中大分子碳水

化合物代谢为短链脂肪酸, 从而降低肠道pH, 有利

于提高宿主的免疫调节能力
[48, 49], 该菌属已被报道

是健康花鲈 (Lateolabrax  maculatus)、鳙 (Hypoph-
thalmichthys nobilis)和石斑鱼(Epinephelus coioides)
肠道中的优势菌属

[50—52]
。对小肠中氨基酸代谢细

菌的研究结果表明, 狭义梭菌属_1在动物利用氨基

酸的过程中发挥着重要作用
[53], 在抑制有害菌的生

长、促进益生菌的繁殖方面有正面作用, 有助于保

持肠道菌群的多样性
[54]
。在目前报道的鱼类肠道

中, 邻单胞菌属细菌多为条件致病菌
[55], 但Larsen等[56]

对蓝鳃太阳鱼(Lepomis macrochirus)、大口黑鲈(Mic-
ropterus salmoides)和斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)
的研究表明, 邻单胞菌属也是肠道中的正常菌群。

本实验中IMM1200组美洲鳗鲡幼鱼未出现患病现

象, 说明该菌属可能也是鳗鲡肠道中的正常菌群,
其在鳗鲡肠道中的功能还有待研究。

IMM2400组实验鱼肠道中短波单胞菌属、假

单胞菌属、寡养单胞菌属相对丰度显著升高。研

究表明, 短波单胞菌属细菌能诱发多种传染性疾病,
还可导致鱼类出现病理组织学损伤, 是鱼类肠道中

常见的条件致病菌
[57]
。假单胞菌属含有多种鱼类

肠道中常见的条件致病菌, 能引起鲤(Cyprinus carpio)
和大黄鱼(Larimichthys crocea)的大量急性死亡

[58, 59]
。

寡养单胞菌属中仅有的菌种为嗜麦芽寡养单孢菌

(Stenotrophomonas maltophilia), 可引起斑点叉尾鮰

暴发高致死性传染病, 是鱼类肠道中常见的病原菌
[60]
。

由此可见, 饲料中添加2400 mg/kg复合IMM预混料

后, 美洲鳗鲡幼鱼肠道中上述致病菌相对丰度升高,
这可能是该复合IMM预混料添加水平下, 实验鱼肠

道健康状况下降的原因之一。

 3.6   美洲鳗鲡幼鱼饲料中复合IMM预混料适宜添

加水平

肠道通透性和肠道黏膜组织结构相关指标常

用于评价鱼类肠道健康状况
[13]
。其中, 肠道绒毛高

度是肠道与营养物质接触面积的重要评价指标, 反
映出鱼体对营养物质消化吸收功能的强弱

[61]
。而

肠道通透性相关指标如血清D-lac水平和血清

DAO活性, 是目前检测鱼类肠黏膜屏障功能的重

要手段之一, 可反映出鱼体肠道的健康状况
[13]
。在

本实验中, 以血清D-lac水平、DAO活性和肠道绒

毛高度为评价指标, 通过二次回归模型得出饲料中

最佳的复合IMM预混料添加水平分别为900、1150
和916 mg/kg。而从不同处理组实验鱼肠道健康相

关指标的总体变化情况来看, 1200 mg/kg复合IMM
预混料的添加效果最佳。因此, 认为美洲鳗鲡幼鱼

饲料中复合 IMM预混料适宜添加水平为900 —
1200 mg/kg。
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 4    结论

在本实验条件下, 综合考虑饲料中添加不同水

平的复合无机微量元素预混料对美洲鳗鲡幼鱼肠

道通透性、抗氧化能力、消化酶活性、组织形态

及菌群的影响, 在饲料中添加900—1200 mg/kg复
合微量元素预混料改善肠道健康效果较好, 即饲料

中添加铜9.0—12.0 mg/kg、铁135—180 mg/kg、锰

30—40 mg/kg、锌75—100 mg/kg、碘3.75—5.00 mg/
kg、硒0.60—0.80 mg/kg和钴0.60—0.80 mg/kg。研

究结果可为鳗鲡微量元素的营养需求及饲料科学

配制提供参考。
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THE OPTIMAL SUPPLEMENTATION LEVELS OF MICRO-MINERALS IN THE
DIET OF JUVENILE AMERICAN EEL (ANGUILLA ROSTRATA)

BASED ON INTESTINAL HEALTH

CHEN Zhi-Ze1, XU Yi-Chuang1, XIAO Kai-Yu2, LU Wen-Biao2, XI Feng1 and ZHAI Shao-Wei1

(1. Engineering Research Center of Modern Industry Technology for Eel, College of Fisheries, Jimei University, Xiamen 361021,
China; 2. Fujian Syno Biotech Co., Ltd., Fuzhou 350700, China)

Abstract: This  trial  aimed to determine the optimal  supplementation level  of  inorganic micro-minerals  (IMM) in the
diet  of  juvenile  American eel  (Anguilla rostrata)  by evaluating the intestinal  health related indicators.  A total  of  500
fish with an average body weight of (22.99±0.15) g were randomly divided into five treatment groups, they were fed a
basal diet supplemented with 0, 600, 1200, 1800, and 2400 mg/kg of a compound IMM premix, respectively. In each
group,  there were four  replicates  with 25 fish per  replicate,  and the trial  lasted for  70d.  The compound IMM premix
contained Cu 10.0 g, Fe 150 g, Mn 33 g, Zn 83 g, I 4.17 g, Se 0.67 g, and Co 0.67 g. With the increasing supplementa-
tion levels of compound IMM premix, activities of intestinal amylase, lipase, protease, total superoxide dismutase, cata-
lase  and  glutathione  peroxidase,  intestinal  villi  height,  the  muscularis  propria  thickness,  and  the  microvilli  density
initially increased and then decreased, with the highest values observed in the 1200 mg/kg premix group. Conversely,
serum D-lactic acid levels, diamine oxidase activity, and intestinal malondialdehyde levels showed an initial decrease
followed  by  an  increase,  with  the  lowest  values  in  the  1200  mg/kg  group.  The  supplementation  of  1200  mg/kg
compound  IMM premix  in  the  diet  could  beneficially  regulate  intestinal  flora  composition  by  increasing  the  relative
abundance of beneficial bacteria and inhibiting potentially pathogenic bacteria. By using the serum D-lactic acid level,
diamine  oxidase  activity,  and  intestinal  villus  height  as  the  evaluation  indices,  quadratic  regression  model  was
employed to estimate the appropriate supplementation levels of the compound IMM premix as 900, 1150, and 916 mg/
kg, respectively. Considering the overall effects on improving intestinal health in juvenile American eels, the appropria-
te supplementation level range of the compound IMM premix was 900—1200 mg/kg, which provide dietary concentra-
tions  of  Cu  9.0 —12.0  mg/kg,  Fe  135 —180  mg/kg,  Mn  30 —40  mg/kg,  Zn  75 —100  mg/kg,  I  3.75 —5.00  mg/kg,
Se 0.60—0.80 mg/kg,  and Co 0.60—0.80 mg/kg.  These results  might  provide a  reference for  studying trace mineral
requirements and formulating scientific diets of eels.

Key words: Micro-minerals; Intestinal health; Appropriate level; Anguilla rostrata
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