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高比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸对草鱼生长、血清生化

指标、抗氧化及免疫力的影响

王    绍1    胡    毅1    蔡明浪1    戴济鸿1    徐树德1    胡海波2    符贵红1

(1. 湖南农业大学水产学院, 长沙 410128; 2. 湖南植之源农牧有限公司, 长沙 410116)

摘要: 试验旨在研究高比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸对草鱼生长、血清生化指标、抗氧化和免疫能

力的影响。试验选取均重约为50 g的草鱼480尾, 随机分为3组, 每组4个重复, 每个重复40尾。分别为对照

组、高比例的棉粕和菜粕组、高比例的棉粕和菜粕组+500 mg/kg齐墩果酸组, 分别记为CON、S1和SQ2。养

殖周期为 56d。结果显示: (1)与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的末均重(FBW)、增重率(WGR)和特定生长率

(SGR)均显著降低(P<0.05), S1组草鱼的饵料系数(FCR)显著升高(P<0.05)。与S1组相比, SQ2组草鱼的FBW、

WGR和SGR均显著升高(P<0.05), 而FCR显著降低(P<0.05)。(2)与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的血清谷草转

氨酶(GOT)、胆汁酸(TBA)、总胆固醇(T-CHO)和肝脏丙二醛(MDA)水平均显著升高(P<0.05)。而血清酸性

磷酸酶(ACP)、免疫球蛋白M(IgM)、肠道淀粉酶和肝脏过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、还原型

谷胱甘肽(GSH)的水平均显著降低(P<0.05); S1组草鱼的血清低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)的含量显著升高

(P<0.05), 而血清C3、肠道脂肪酶和肝脏总抗氧化能力(T-AOC)的含量显著降低(P<0.05)。与S1组相比, SQ2
组草鱼的血清GOT、T-CHO和肝脏MDA的水平均显著降低(P<0.05), 而血清ACP、IgM、肠道脂肪酶、淀粉

酶和肝脏的CAT、SOD、T-AOC的水平均显著升高(P<0.05)。(3)与CON组相比, S1组和SQ2组草鱼肝脏中

gpx1、cat、tgf-β1和il-15的表达水平显著下调(P<0.05); S1组草鱼肝脏中Mnsod和nrf2的表达水平显著下调

(P<0.05), 而keap1、tnf-α、nf-κb和il-12β的表达水平显著上调(P<0.05)。与S1组相比, SQ2组草鱼肝脏中Mnsod、
gpx1、cat、nrf2、tgf-β1和il-15的表达水平显著上调(P<0.05), 而keap1、tnf-α、nf-κb和il-12β的表达水平显著

下调(P<0.05)。综上所述, 高比例棉菜粕饲料显著降低了草鱼的生长性能, 抗氧化能力和免疫力, 并引起草鱼

肝脏组织结构的损伤。齐墩果酸的添加可以缓解草鱼肝脏的氧化损伤和炎症反应, 并提高草鱼的生长性能,
抗氧化能力和免疫力。
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中图分类号: S965.1     文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2024)09-1473-10

长期以来, 鱼粉和豆粕作为水产饲料首选的优

质蛋白质来源, 在水产饲料行业供不应求
[1]
。但随

着集约化养殖和规模化养殖的快速发展, 其限制行

业可持续发展的问题逐渐凸显, 如饲料成本上升、

供应不稳定等, 因此使用棉粕、菜粕等廉价植物蛋

白替代鱼粉已经成为热点
[2]
。棉籽粕和菜籽粕由于

蛋白质含量高, 价格低廉, 来源丰富, 被广泛用于水

产饲料当中。然而, 诸如棉籽粕和菜籽粕等植物蛋

白源均含有难以消解的抗营养因子, 如棉酚、单

宁、芥子碱和硫代葡萄糖苷等
[3, 4], 这些抗营养因

子可能会对水生动物的机体造成氧化损伤和破

坏。研究表明, 在欧洲鲈(Dicentrarchus labrax)[5]
、草

鱼(Ctenopharyngodon idella)[6, 7]
、大菱鲆(Psetta ma-

xima L.)[8]
、红鲷(Pagrus major)[9]

上均发现饲料中

高比例的棉籽粕和菜籽粕都会对生长性能、抗氧

化能力和非特异性免疫反应产生不利影响。因此,
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缓解植物蛋白对水产动物造成的损伤是当前水产

饲料研究的热点, 当前常采用的是发酵、酶解、使

用功能性添加剂等措施
[10—12]

。相对于发酵和酶解

的不稳定和标准不一, 功能性添加剂的使用凸显一

定的优势, 研究表明使用功能性添加剂可以减轻由

高比例的棉粕和菜粕饲料引起的水产动物生长性

能降低和生理功能受损等问题
[12]
。

与其他功能性添加剂相比, 中草药提取物由于

其副作用小、毒性低、高效和低成本的优势, 已成

为水产饲料研究的重要方向
[13]
。其中齐墩果酸

(Oleanolic acid)属五环三萜类化合物, 主要由女贞

子、迷迭香等植物提取而来
[14]
。并且齐墩果酸被

动物机体吸收后具有保护肝脏、降低血脂、提高

抗氧化能力、免疫力及抗炎等功效
[15—17]

。

草鱼是我国养殖规模和产量最大的鱼类, 具有

巨大的经济价值
[18]
。然而, 齐墩果酸在水产养殖业

中的应用较少。本课题组前期在黄鳝(Monopterus
albus)、中华鳖(Pelodiscus sinensis)和克氏原螯虾

(Procambarus clarkii)[19]
中发现, 饲料中齐墩果酸的

最适添加量为500 mg/kg。因此, 本实验通过在高

比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸, 来探讨对

草鱼生长性能、抗氧化能力和非特异性免疫的影响。

为齐墩果酸在水产养殖中的应用提供理论基础。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

齐墩果酸由湖南植之源农牧有限公司所提

供。根据草鱼的营养标准制作饲料, 以鱼粉为主要

动物蛋白源, 豆粕、棉粕和菜粕为植物蛋白源, 豆
油为脂肪源, 面粉为糖源, 实验共配制3组等氮等脂

的饲料(表 1), 分别为CON (基础日粮组)、S1 (高比

例的棉粕和菜粕日粮组)、SQ2 (在S1组中添加500 mg/
kg的齐墩果酸)。实验所有饲料原料粉碎过60目筛

后, 将各饲料原料充分混合均匀, 再加入一定比例

的豆油和蒸馏水在V型搅拌机中充分混匀, 最后利

用膨化机挤压制成直径为2.0 mm的膨化饲料。

 1.2    饲养管理

草鱼养殖试验在常德西洞庭实验基地的网箱

(2.0 m×2.0 m×1.6 m)中进行, 苗种购自西洞庭某农

场。试验草鱼先驯化暂养2周后进行正式试验。选

取规格整齐、健康、均重约50 g左右的草鱼 , 共
480尾。试验共3个组, 每个组4个网箱。实验期间

每日投喂饲料3次(08:00、12:00和17:00), 且根据天

气和摄食情况按照体重的3%—5%进行调节。养殖

期8周。养殖期间平均水温为(31.20±4.65)℃、氨氮

含量小于0.05 mg/L、亚硝酸盐含量小于0.01 mg/L、

pH为8.2±0.2。
 1.3    样品采集

在养殖结束后, 草鱼停食24h。记录每个网箱

草鱼数量并称总重, 用于统计存活率、饲料系数、

增重率。在每个重复中随机取5尾草鱼用丁香油麻

醉后, 使用2 mL注射器进行尾静脉采血, 血液在4℃
冰箱中静止过夜后, 在4℃离心机中离心10min (3500
r/min), 取上清液, 置于–80℃保存待测。随机选取

6尾草鱼迅速解剖出肝脏和肠道组织, 其中3尾草鱼

的肝脏组织使用多聚甲醛溶液进行固定保存, 另外

3尾草鱼的肝脏和肠道组织于1.5 mL无酶离心管中,
置于–80℃保存待测。再随机取3尾草鱼冻存在

–20℃冰箱中, 用于体成分的测定。再随机选取4尾
草鱼称取鱼体重并解剖再称取内脏重和肝重, 再测

量鱼体长 , 用于计算肝体比、脏体比和肥满度。

 1.4    指标测定及方法

饲料营养成分和体成分测定　　水分采用干

燥法(GB 5009.3-2016)测定; 粗蛋白用凯氏定氮法

 

表 1   饲料组成和营养水平(干物质基础, %)
Tab. 1   Composition and nutritional level of diets (DM basis, %)

原料Ingredient
组别Group

CON S1 SQ2

鱼粉Fish meal 2.00 0 0
豆粕Soybean meal 27.00 0 0
棉粕Cottonseed meal 12.00 28.00 28.00
菜粕Rapeseed meal 12.00 27.00 27.00
面粉Wheat flour 20.00 20.00 20.00
米糠Rice bran 10.00 10.00 10.00
麦麸Wheat bran 3.76 1.36 1.31
豆油Soybean oil 2.50 2.90 2.90
干酒糟及其可溶物DDGS 8.00 8.00 8.00
胆碱Choline 0.20 0.20 0.20
磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 1.50 1.50 1.50
预混料Premixa

1.00 1.00 1.00
防霉剂Antimold 0.03 0.03 0.03
抗氧化剂Antioxidants 0.01 0.01 0.01
齐墩果酸Oleanolic acid 0 0 0.05
合计Total 100.00 100.00 100.00
营养成分Nutrient levelsb

粗蛋白Crude protein 31.22 31.12 31.14
粗脂肪Crude lipid 6.78 6.64 6.81
粗灰分Crude ash 7.20 7.28 7.27
游离棉酚Free gossypol (mg/kg) 99.81 233.52 231.17

注: a
预混料来源于青岛玛斯特生物技术有限公司, 成分参

考本课题组前期研究
[19]; b营养组成为测定值

Note: aPremixes  are  obtained  from  Qingdao  Mast  Bio-tech-
nology  Co.,  Ltd.  and  the  ingredients  are  referred  to  the  previous
research  of  this  group[19]; bProximate  composition  are  measured
values
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(GB 5009.5-2016)测定; 粗脂肪用乙醚索氏提取法

(GB 5009.6-2016)测定; 粗灰分用马弗炉(GB 5009.4-
2016)测定。游离棉酚含量用苯胺法(GB 13086-91)
测定。

生长性能测定　　按下列公式计算生长性能

指标:
存活率(SR, %)=100×(试验结束鱼尾数/试验开

始鱼尾数);
增重率 (WGR,  %)=100×[(末均重 (g) –初均重

(g)/初均重(g)];
饲料系数(FCR)=摄食量(g)/[终总重(g)–初总重

(g)];
特定生长率(SGR, %/d)=100×[(ln末均重–ln初

均重)/养殖天数];
肥满度 (CF,  g/cm3)=100×终末鱼重 (g)/体长

(cm)3;
脏体比(VSI)=100×内脏重量(g)/终末鱼重(g);
肝体比(HSI)=100×肝脏重量(g)/终末鱼重(g)。
血清生化指标及免疫指标的测定　　血清生

化指标低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋

白胆固醇(HDL-C)、谷草转氨酶(GOT)、谷丙转氨

酶(GPT)、酸性磷酸酶(ACP)、胆汁酸(TBA)、葡

萄糖(GLU)、总胆固醇(T-CHO)和甘油三酯(TG)均
采用南京建成生物工程研究所的相应试剂盒测定。

而补体3 (C3)、补体4 (C4)、免疫球蛋白M(IgM)采
用浙江伊利康生物技术有限公司的相应试剂盒测定。

肠道消化酶测定　　将肠道从–80℃的冰箱中

取出, 准确称取肠道组织进行匀浆后, 测定脂肪酶

(Lipase)、淀粉酶(Amylase)及胰蛋白酶(Trypsin)的
活性均采用南京建成生物技术有限公司提供的相

应试剂盒进行操作。

肝脏组织形态的观察　　多聚甲醛溶液固定

的肝脏组织经修剪、脱水、包埋、脱蜡、染色、

封片后在显微镜下观察切片, 利用CaseViewer 2.2
软件截取切片组织照片, 对切片中典型病理改变,
采用箭头标识, 反映出不同组之间的差异。

肝脏抗氧化指标的测定　　肝脏组织存于–80℃
冰箱中, 在测定前解冻并称重。待测组织用生理盐

水进行匀浆, 并在4℃的离心机中离心10min (2500 r/
min), 取上清液测定总蛋白含量(TP)及总抗氧化能力

(T-AOC)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、
还原型谷胱甘肽(GSH)和过氧化氢酶(CAT)。以上

所有试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

实时荧光定量PCR (qRT-PCR)分析　　采用

总RNA提取试剂盒(诺唯赞生物科技股份有限公

司)提取草鱼肝脏总RNA。采用超微量核酸检测仪

对RNA浓度和质量进行检测, RNA样本的A260/A280

值在1.8—2.1。使用莫纳生物科技有限公司相关试

剂盒将RNA反转录成cDNA。利用Primer Premier
5.0软件进行引物设计, 引物序列见表 2, 引物由上

海生工生物股份有限公司合成, 所有引物的扩增效

率在0.95—1.10。使用荧光定量PCR仪 (LightCy-
cler 48II, Bio-Rad, NUA)和SYBR Premix Ex TaqⅡ
试剂盒进行测定。以草鱼β-actin基因作为内参基

因, 使用E=2–∆∆Ct
计算。

 1.5    数据统计与分析

本研究的试验数据经过Excel 2019整理后, 使
用R (version 4.0.3)包进行数据统计分析。在图和

表中, 采用microchat包进行统计学分析。对符合正

态性的数据, 进行Shapiro-Wilk正态性检验和Bartlett
方差齐性检验 , 并采用Student’s t检验进行分析。

在结果中, P<0.05表示其他组与CON组之间存在显

著差异。另外, P<0.05表示S1组与SQ2组之间存在

显著性差异。对于不符合正态性和方差齐性的数

据, 采用Wilcoxon秩和检验进行分析。最终的数据

呈现为平均值±标准误(mean±SE)。

 2    结果

 2.1    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼生长性能的影响

由表 3可知, 与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的
 

表 2   草鱼抗氧化及免疫相关基因引物

Tab. 2   Primers for antioxidant and immune-related genes in grass
carp

基因
Gene

引物
Primer sequence (5′—3′)

登录号
Accession

number
keap1a GAGCTGATCAGTCAGGACAGTC

GGACTGCAATTGCCTTTGGAG
KF811013

nrf2 CCGTTTACCGTGGACATGATC
CACGATGTTCTCCAACTTCCG

KX243419

mnsod ATATCAAGAGGCACTGGCCAAG
GAGCCAAAGTCACGCTTAATGG

GU218534

gpx1 TGAAAGAGAAGCTGCCTCAACC
GACGATGGTGAGGAACCTTCTG

JX854447

gsto CAACGGACAAGATTGGTGCTC
TCTGAGGGTAGACCTCATCCAG

KT757314

cat ACGGATCGCACACTTTCAAAC
GTAGAAGGTCCAGGATGGGAAG

MG821473

nf-κb AAAAGCAAGCCAATCACAGG
CCGTTTCCTCCTTGAGTTTATC

XM051880333.1

tgf-β1 CCGCATAAAGGTCCTACAAAAC
ATGACCCTCACATTCCTACTGC

XM051874932

tnf-α ATGATGGAGCATGCCAGTCAG
CTTGTTGAGCGTGAAGCAGAC

HQ696609

il-8 ATGAGTCTTAGAGGTCTGGGT
ACAGTGAGGGCTAGGAGGG

JN663841

il-12β ACAAAGATGAAAAACTGGAGGC
GTGTGTGGTTTAGGTAGGAGCC

KF944668.1

il-15 CCTTCCAACAATCTCGCTTC
AACACATCTTCCAGTTCTCCTT

KT445872

β-actin GGCTGTGCTGTCCCTGTA
GGGCATAACCCTCGTAGAT

M25013
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FBW、WGR和SGR显著降低(P<0.05); 而S1组草鱼

的FCR显著升高(P<0.05)。与S1组相比, SQ2组草

鱼的FBW、WGR和SGR显著升高(P<0.05), 而FCR
显著降低(P<0.05); 其他参数无显著差异(P>0.05)。
各处理间草鱼的IBM、SR、CF、HSI和VSI无显著

差异(P>0.05)。
 2.2    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼体成分的影响

由表 4可知, 各处理间草鱼的水分、粗蛋白、

粗脂肪和粗灰分均无显著差异(P>0.05)。
 2.3    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼血清生化指标的影响

由表 5可知, 与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的

血清GOT、TBA和T-CHO的水平显著升高(P<0.05);
S1组草鱼的血清LDL-C的含量显著升高(P<0.05)。
与S1组相比, SQ2组草鱼的血清GOT和T-CHO的水

平显著降低(P<0.05), 而其他参数无显著差异(P>
0.05)。各处理间草鱼血清GLU、GPT、TG和HDL-C

的水平均无显著差异(P>0.05)。
 2.4    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肠道消化酶的影响

由表 6可知, 与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的

肠道淀粉酶活性显著降低(P<0.05); S1组草鱼的肠

道脂肪酶活性显著降低 (P<0.05)。与S1组相比 ,
SQ2组草鱼的肠道淀粉酶和脂肪酶活性显著增高

(P<0.05), 并且脂肪酶活性与CON组没有显著差异

(P>0.05)。各处理间草鱼的肠道胰蛋白酶活性无显

著差异(P>0.05)。
 2.5    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料对

草鱼肝脏组织结构的影响

由图 1可知, 通过观察草鱼肝脏组织形态结构

发现, CON组草鱼肝细胞核位于近中心位置, 形态

轮廓清晰; S1组草鱼肝细胞空泡化, 肝细胞核明显

移位; 在高比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸

时, SQ2组草鱼肝细胞的空泡化表现出缓解作用。

 2.6    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼血清免疫指标的影响

由表 7可知, 与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的

血清ACP和IgM的水平显著降低(P<0.05); S1组草

 

表 3   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼生长性能

的影响

Tab.  3    Effects of  dietary  oleanolic  acid  on  the  growth  perfor-
mance of grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet

项目Item
组别Group

CON S1 SQ2

初均重IBM (g) 50.03±0.09 49.92±0.05 50.11±0.14

末均重FBW (g) 198.07±3.34 180.32±1.67* 188.94±1.69#

增重率WGR (%) 302.23±1.28 259.3±5.30* 277.04±2.57#

特定生长率SGR (%/d) 2.45±0.03 2.29±0.02* 2.37±0.01#

饵料系数FCR 1.21±0.02 1.38±0.05* 1.28±0.01#

存活率SR (%) 99.17±0.83 100.00±0.00 100.00±0.00
肥满度CF (g/cm3) 1.96±0.02 1.90±0.01 1.87±0.02
肝体比HSI 2.42±0.05 2.43±0.11 2.44±0.07
脏体比VSI 16.33±0.41 16.33±0.28 15.34±0.58

注 :  *P<0.05, 表示其余组与对照组比较有显著性差异 ,
#P<0.05, 表示S1组与SQ2组比较有显著性差异; 下同

Note: *P<0.05, indicates a significant difference between the
remaining  groups  and  the  control  group, #P<0.05,  indicates  a
significant  difference  between  the  S1  group  and  SQ2  group;  the
same applies below
 

表 4   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼体成分的

影响 (%)
Tab.  4    Effects  of  dietary oleanolic  acid  on nutrient  composition
of grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet (%)

项目Item
组别Group

CON S1 SQ2

水分Moisture 73.85±0.19 73.71±0.23 74.04±0.98
粗蛋白Crude protein 14.78±0.43 14.14±0.31 14.80±0.50
粗脂肪Crude lipid 8.94±0.03 8.89±0.05 8.97±0.06
粗灰分Crude ash 2.94±0.11 3.28±0.06 3.20±0.25

 

表 5   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼血清生化

指标的影响

Tab.  5    Effects  of  dietary  oleanolic  acid  on  serum  biochemical
index of grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet

项目Item
组别Group

CON S1 SQ2
葡萄糖GLU (mmol/L) 3.32±0.28 4.13±0.26 3.80±0.03

胆汁酸TBA (μmol/L) 2.88±0.27 4.33±0.06* 3.59±0.05*#

谷草转氨酶GOT (U/L) 17.04±0.96 19.23±0.22* 18.08±0.21*#

谷丙转氨酶GPT (U/L) 49.29±0.30 50.94±0.17 50.26±0.51

总胆固醇T-CHO (mmol/L) 7.03±0.28 7.63±0.06* 6.01±0.20*#

甘油三酯TG (mmol/L) 4.69±0.06 4.67±0.15 4.61±0.11

低密度脂蛋白胆固醇
LDL-C (mmol/L)

10.25±0.08 11.53±0.14* 11.06±0.58

高密度脂蛋白胆固醇
HDL-C (mmol/L)

11.29±0.28 11.06±0.10 11.07±0.22

 

表 6   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼肠道消化

酶的影响

Tab. 6   Effect of oleanolic acid on intestinal digestive enzymes of
grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet

项目 Item
组别Group

CON S1 SQ2

胰蛋白酶×103

Trypain (U/mg prot)
2.91±0.10 2.44±0.26 2.68±0.03

脂肪酶
Lipase (U/g prot)

1.76±0.11 1.42±0.03* 1.73±0.02#

淀粉酶
Amylase (U/mg prot)

0.65±0.02 0.48±0.01* 0.56±0.03*#
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鱼的血清C3的水平显著降低(P<0.05)。与S1组相

比, SQ2组草鱼的血清ACP和IgM的水平显著升高

(P<0.05), 而C3的水平无显著差异(P>0.05)。各处

理间草鱼的血清C4的水平无显著差异(P>0.05)。
 2.7    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏抗氧化的影响

由表 8可知, 与CON组相比, S1和SQ2组草鱼的

肝脏CAT、SOD、GSH的水平显著降低(P<0.05),
而MDA的含量显著升高(P<0.05); S1组草鱼的肝脏

T-AOC的水平显著降低(P<0.05)。与S1组相比, SQ2
组草鱼的肝脏的CAT、SOD和T-AOC的水平显著

升高(P<0.05), 而MDA的含量显著降低(P<0.05), 其
GSH的水平无显著差异(P>0.05)。
 2.8    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏抗氧化相关基因表达的影响

由图 2可知, 与CON组相比, S1组和SQ2组草鱼

肝脏中gpx1和cat的表达水平显著下调(P<0.05); S1
组草鱼肝脏中Mnsod和nrf2的表达水平显著下调

(P<0.05), 而keap1的表达水平显著上调(P<0.05)。与

S1组相比 ,  SQ2组草鱼肝脏中Mnsod、gpx1、cat、
nrf2的表达水平显著上调(P<0.05), 而keap1的表达

水平显著下调(P<0.05)。各处理间草鱼肝脏中gsto
的表达水平无显著差异(P>0.05)。

 2.9    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏免疫相关基因表达的影响

由图 3可知, 与CON组相比, S1组和SQ2组草鱼

肝脏中tgf-β1和il-15的表达水平显著下调(P<0.05);
S1组草鱼肝脏中tnf-α、nf-κb和il-12β的表达水平显

著上调(P<0.05)。与S1组相比,  SQ2组草鱼肝脏中

tnf-α、nf-κb和il-12β的表达水平显著下调(P<0.05),
而tgf-β1和il-15的表达水平显著上调(P<0.05)。各处

理间草鱼肝脏中il-8的表达水平无显著差异(P>0.05)。

 3    讨论

 3.1    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼生长性能和体成分的影响

齐墩果酸可促进摄食高比例的棉粕和菜粕的

草鱼生长。有研究表明, 饲料中高比例添加棉粕和

菜粕会显著影响水产动物的生长性能
[12]
。本实验

结果显示, 长期摄食高棉粕饲料显著降低草鱼的生

长性能, 并且提高饲料系数, 但对草鱼的存活率没

有显著影响。该结果与草鱼(Ctenopharyngodon ide-
lla)[12]

、罗非鱼(Oreochromis niloticus)[20]
和红鲷(Pa-

grus major)[10]
的研究结果相似, 这可能与棉粕和菜

 

表 7   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼血清免疫

指标的影响

Tab.  7    Effects  of  dietary  oleanolic  acid  on  serum  immunity  of
grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet

项目Item
组别Group

CON S1 SQ2

酸性磷酸酶ACP
(金氏单位/g prot)

21.52±0.31 15.49±0.41* 20.05±0.55#

免疫球蛋白M
IgM (g/L)

2.58±0.19 1.05±0.03* 1.69±0.05*#

补体4 C4 (g/L) 0.13±0.02 0.13±0.01 0.14±0.01

补体3 C3 (g/L) 0.34±0.01 0.24±0.00* 0.34±0.01

 

表 8   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼肝脏抗氧

化的影响

Tab. 8   Effects of dietary oleanolic acid on Antioxidant index of
hepatic of grass carp fed high cottonseed and rapeseed meal diet

项目Item
组别Group

CON S1 SQ2

过氧化氢酶
CAT (U/mg prot)

8.83±0.08 6.62±0.14* 7.16±0.05*#

超氧化物歧化酶
SOD (U/mg prot)

167.58±0.25 149.96±0.60* 163.32±0.61*#

还原型谷胱甘肽
GSH (U/mg prot)

195.43±1.13 163.59±2.68* 170.67±3.06*

总抗氧化能力
T-AOC (U/g prot)

63.06±0.81 52.98±1.22* 64.00±1.86#

丙二醛
MDA (nmol/mg prot)

3.30±0.16 4.53±0.02* 3.79±0.06*#
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图 1    草鱼肝脏组织显微观察(HE 染色)
Fig. 1    Microscopic observation of grass carp liver tissue (HE staining)

V. 中央静脉; HC. 肝细胞; S. 血窦; N. 空泡

V. central vein; HC. hepatocyte; S. blood sinusoid; N. vacuole
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籽粕中的抗氧营养因子有关, 如棉酚、单宁、芥子

碱和硫代葡萄糖苷等物质。这些抗营养因子对水

产动物的生长性能有显著负面影响
[21, 22]

。目前, 为
了提高植物蛋白源在饲料中的利用率, 有众多研究

采用在饲料中添加功能性添加剂的方法, 其中齐墩

果酸作为一种天然的植物提取物, 具有消炎抑菌、

无抗药性和低毒的特性, 并有研究表明可以促进水

产动物的生长性能。本实验结果显示, 在高比例的

棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸能够改善由高

比例的棉粕和菜粕饲料造成的草鱼生长性能下降

问题, 并且降低饲料系数。该结果与克氏原螯虾

(Procambarus clarkia)[19]
的研究结果相似。这可能

是因为植物提取物富含多种活性物质, 可以增加消

化酶活性, 加强草鱼对营养物质的吸收, 从而促进

生长
[23]
。此外, 还有可能是植物提取物可以通过缓

解由高棉粕饲料引起的机体损伤(如氧化应激、炎

症反应等), 从而促进草鱼的生长
[19]
。生长可以由

机体营养成分侧面反映出来, 但通常鱼体营养成分

是处于稳定范围内的。本实验结果表明, 各处理组

的草鱼鱼体水分、粗灰分、粗脂肪和粗蛋白含量

无显著差异, 但齐墩果酸组草鱼鱼体的粗蛋白有上

升的趋势。可能是机体要把更多的能量和物质(合
成免疫球蛋白等)用来应对损伤。粗蛋白含量增加,
意味着免疫机能可能得到提升

[24]
。

 3.2    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼血清生化指标的影响

血清生理生化是可以反映出自身营养代谢状

况的重要指标
[25]
。在血清中, TBA、GOT和GPT是

反映肝脏代谢功能障碍的重要指标。GOT和GPT
是反映肝脏是否损伤的重要代谢酶, 当肝脏细胞受

损时会导致血液转氨酶活性升高
[26]
。而血清中 TG、

TC 是反映机体脂质代谢水平的重要指标, LDL-C
和HDL-C 是反映肝脏脂肪转运情况的重要指标,
当血清含有较高水平的LDL-C能够抑制胆固醇的

转运, 不利于机体健康
[19]
。本实验结果显示, 长期

摄食高比例的棉粕和菜粕饲料显著增加草鱼血清

中 TBA、GOT、T-CHO 和 LDL-C的水平, 与鲤(Cy-
prinus carpio)[27]

的研究结果相似, 说明棉粕中的棉

酚可能对草鱼的肝脏造成了损伤。此外, 在本研究

中, 将齐墩果酸添加到高比例的棉粕和菜粕饲料中

会显著降低草鱼血清中TBA、GOT和T-CHO的水

平。这说明齐墩果酸的添加能够改善草鱼肝脏功

能的作用, 该结果与克氏原螯虾
[19]
和大鼠

[28]
的研究

结果相似。这可能是因为齐墩果酸有利于分解胆

汁酸的淤积, 同时增强肝脏代谢功能来对肝脏进行

保护作用
[28]
。
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图 2   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼肝脏抗氧

化相关基因表达的影响

Fig. 2   Effects of Oleanolic acid to high cottonseed and rapeseed
meal diet on liver antioxidant-related gene expression of grass carp
NS. 表示组间比较无显著差异; *P<0.05表示组间比较有显著差

异; 下同

NS  means  that  there  is  no  significant  difference  among  groups.
*P<0.05  indicates  a  significant  difference  among  groups;  The
same applies below
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图 3   齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草鱼肝脏免疫

相关基因表达的影响

Fig.  3    Effect  of  oleanolic  acid  addition  to  high  cotton  rapeseed
meal feed on the expression of immunity-related genes in the liver
of grass carp
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 3.3    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼血清免疫指标的影响

水产动物的体液免疫是非特异性免疫功能的

重要组成部分
[29]
。ACP是一种磷酸水解酶, 是反映

鱼类免疫力高低的重要指标
[30]
。而IgM、C3和C4

是补体系统的主要组成成分, 具有补体防御、介导

免疫、促进炎症反应和消除病原体等作用
[31]
。本

实验结果显示, 长期摄食高比例的棉粕和菜粕饲料

显著降低草鱼血清中ACP、IgM和C3的水平。本

实验结果与乌苏里拟鲿幼鱼(Pseudobagrus ussurien-
sis)[32]

和草鱼
[21]
上的结果相似。此外, 在本研究中,

将齐墩果酸添加到高比例的棉粕和菜粕饲料中显

著提高草鱼血清中ACP和IgM的水平。这说明齐墩

果酸的添加能够增强草鱼的非特异性免疫功能, 这
与克氏原螯虾

[19]
的研究结果相似。可能是因为齐

墩果酸或其体内代谢产物可以激活水产动物的非

特异性免疫, 从而刺激碱性磷酸酶、C3和IgM的分

泌, 保护水产动物免受伤害。

 3.4    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏组织结构的影响

肝脏是鱼类最大的腺体器官, 在营养物质代

谢、分泌、排泄、解毒及免疫等方面具有重要的

作用
[33]
。本实验结果显示, 长期摄食高比例的棉粕

和菜粕饲料会导致草鱼肝细胞空泡化、细胞核偏

移、消失以及出现血窦扩张。进一步研究表明, 在
高比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸可以减

少肝细胞空泡化区域 , 并缓解血窦扩张。肝脏

HE切片显示及血清中TBA、T-CHO的含量和GOT
的酶活力呈现出一致性的变化趋势, 进一步验证了

齐墩果酸的添加可以改善由高比例的棉粕和菜粕

饲料引起的肝脏组织损伤。

 3.5    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏抗氧化的影响

动物组织损伤与氧化损伤密切相关
[34]
。SOD、

CAT和GSH是组成机体酶促抗氧化系统的主要抗

氧化酶, 可以保护细胞, 并减少机体受自由基的损

伤
[35]
。T-AOC是机体抗氧化效果的一个重要指标,

具有抵抗体内自由基损伤的重要作用。MDA是脂

质过氧化的代谢产物, 其含量的多少可以间接反映

活性氧自由基的含量以及脂质过氧化的程度
[36]
。

有研究表明, 饲料中棉粕和菜粕含量过高时, 会导

致水产动物产生氧化应激, 其中主要原因是棉菜粕

中抗营养因子含量较高
[21]
。本实验结果发现, 长期

摄食高比例的棉粕和菜粕饲料显著降低草鱼肝脏

中T-AOC、SOD、CAT和GSH酶活性, 并且显著增

加草鱼肝脏MDA的含量。此外, 本研究还发现, 在

高比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸可以显

著提高草鱼肝脏中T-AOC、SOD和CAT酶活性, 并
且显著降低草鱼肝脏MDA的含量。该结果与克氏

原螯虾
[19]
的研究结果相似, 可能是因为齐墩果酸通

过抑制线粒体活性氧来改善高血糖的抵抗, 则表现

出降血脂和抗炎作用
[37]
。

有研究表明, Nrf2/Keap1信号通路在水产动物

的氧化应激中起着关键作用, 抗氧化酶的活性受该

信号通路的调节
[38]
。keap1基因负调控nrf2的核转

位, 从而抑制抗氧化相关基因的表达
[39]
。本实验结

果表明, 与CON相比, 长期摄食高比例的棉粕和菜

粕饲料的草鱼会导致肝脏中gpx1、cat、Mnsod和
nrf2的表达水平显著降低, 而keap1的表达水平显著

升高。该结果与草鱼
[21]
的结果相似, 说明棉菜粕中

的抗营养因子会通过Nrf2/Keap1信号通路, 降低抗

氧化酶相关基因表达, 从而引起水产动物抗氧化功

能紊乱, 导致氧化损伤。此外, 本研究还发现, 在高

比例的棉粕和菜粕饲料中添加齐墩果酸可以显著

提高草鱼肝脏中gpx1、cat、Mnsod和nrf2表达水

平, 并且显著降低草鱼肝脏keap1的表达水平, 表明

Nrf2被激活, 并调控下游基因, 提高机体的抗氧化

能力。并有研究发现, 齐墩果酸对小鼠肝脏的保护

作用与Nrf2/Keap1可能相关
[40]
。

 3.6    齐墩果酸对摄食高比例的棉粕和菜粕饲料草

鱼肝脏免疫相关基因的影响

炎症反应是机体免疫系统应对外界抗原的重

要组成部分, 主要由细胞因子调控炎症反应的发

生
[41]
。有研究表明, NF-κB在调节免疫应答的过程

起关键作用, 当NF-κB被激活后, 会启动靶基因表

达如il-12β、il-8和tnf-α等促炎因子
[42]
。同时抑制抗

炎因子的产生, 如il-15和tgf-β1等, 从而会导致组织

结构损伤, 严重危害鱼类机体健康
[43]
。本实验结果

表明, 与CON相比, 长期摄食高比例的棉粕和菜粕

饲料的草鱼会导致肝脏中nf-κb、tnf-α和il-12β的表

达水平显著升高, 而il-15和tgf-β1的表达水平显著

降低。该结果与草鱼
[21]
的结果相似, 说明高比例的

棉粕和菜粕饲料会通过激活NF-κB信号通路, 促进

草鱼肝脏促炎因子的分泌, 从而引起炎症反应。进

一步研究表明, 在高比例的棉粕和菜粕饲料中添加

齐墩果酸可以显著降低草鱼肝脏中nf-κb、tnf-α和
il-12β表达水平, 并且显著提高草鱼肝脏il-15和tgf-
β1的表达水平。可能是因为齐墩果酸可以通过靶

向NF-κB并抑制其活化, 以及促炎因子的表达
[44, 45]

。

 4    结论

饲料中过高比例的棉菜粕显著降低了草鱼的
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生长性能、机体抗氧化能力和免疫力, 造成草鱼肝

脏氧化损伤和炎症反应。齐墩果酸的添加促进了

鱼体蛋白质的沉积, 并缓解草鱼肝脏氧化应激诱发

的炎症反应, 提高草鱼的生长性能、抗氧化能力和

免疫力。
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DIETARY OLEANOLIC ACID ON THE GROWTH PERFORMANCE, SERUM
BIOCHEMICAL, ANTIOXIDANT CAPACITY, AND IMMUNITY OF GRASS

CARP FED HIGH COTTONSEED AND RAPESEED MEAL DIETS

WANG Shao1, HU Yi1, CAI Ming-Lang1, DAI Ji-Hong1, XU Shu-De1, HU Hai-Bo2 and FU Gui-Hong1

(1. Fisheries College, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. Hunan Shineway
Agriculture Co., Changsha, 410116 China)

Abstract: The aim of  this  experiment  was to  investigate  the effects  of  oleanolic  acid supplementation in  high cotton
rapeseed meal  feed  on  the  growth,  serum biochemistry,  antioxidant,  and  immunity  of  grass  carp  (Ctenopharyngodon
idella). Four hundred and eighty grass carp weighing about 50 g were selected and randomly divided into three groups
with four replicates of 40 fish each. These groups included the control group, the high cotton rapeseed meal group, and
the high cotton rapeseed meal group supplemented with 500 mg/kg oleanolic acid, which were labeled as CON, S1, and
SQ2, respectively, with a culture period of 56d. The results showed that: (1) Grass carp in the S1 and SQ2 groups exhi-
bited significantly lower FBW, WGR, and SGR compared with the CON group (P<0.05), with the S1 group showing
significantly higher FCR (P<0.05). (2) FBW, WGR, and SGR were significantly higher (P<0.05), and FCR was signifi-
cantly lower (P<0.05) in grass carp in the SQ2 group compared to the S1 group. Additionally, compared to the CON
group,  serum  GOT,  TBA,  T-CHO,  and  hepatic  MDA  levels  were  significantly  higher  (P<0.05)  in  the  S1  and  SQ2
groups.  Conversely,  levels  of  serum  ACP,  IgM,  and  hepatic  CAT,  SOD,  and  GSH  were  significantly  decreased
(P<0.05).  Furthermore,  serum  LDL-C  levels  were  significantly  higher  (P<0.05)  in  the  S1  group,  whereas  serum
complement C3 and liver T-AOC levels were significantly lower (P<0.05). Compared to the S1 group, the SQ2 group
exhibited significantly lower levels of serum GOT, T-CHO, and hepatic MDA (P<0.05), and significantly higher levels
of serum ACP, IgM, and hepatic CAT, SOD, and T-AOC (P<0.05). (3) Compared to the CON group, hepatic expres-
sion levels of gpx1, cat, tgf-β1, and il-15 were significantly down-regulated (P<0.05). Moreover, in the livers of grass
carp in S1 group, expression levels of Mnsod and nrf2 were significantly down-regulated (P<0.05), whereas the expres-
sion levels of keap1, tnf-α, nrf-κb. and il-12β were significantly up-regulated (P<0.05). Conversely, expression levels of
Mnsod, gpx1, cat, nrf2, tgf-β1, and il-15 were significantly up-regulated (P<0.05), while the expression levels of keap1,
tnf-α, nf-κb,  and il-12β were  significantly  down-regulated  (P<0.05)  in  the  livers  of  the  grass  carp  in  the  SQ2  group
compared to the S1 group. In conclusion, the high percentage of cotton rapeseed meal in the feed significantly reduced
the growth performance, antioxidant capacity, and immunity of grass carp, and induced damage to the liver tissue struc-
ture.  However,  supplementation  with  oleanolic  acid  alleviated  oxidative  damage  and  inflammatory  responses  in  the
liver of grass carp, while improving growth performance, antioxidant capacity, and immunity.

Key words: Oleanolic acid; Antioxidant indexes; Immunity; Ctenopharyngodon idella
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