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饲料中铜、钙水平对大黄鱼幼鱼生长、抗氧化酶及脂代谢酶活性的影响

来    杭    黎    明    陶    震    谢奉军    黎    庆    龚诗雁    王日昕
(宁波大学海洋学院, 宁波 315211)

摘要:  为研究钙对摄食高铜饲料的大黄鱼幼鱼生长性能、抗氧化酶类及脂代谢酶类活性的影响,  研究采用

2×2双因子实验设计, 配制了4组实验饲料, 共包含2个铜水平(4和24 mg/kg)和2个钙水平(0.5%和3%), 分别命名

为: –Cu–Ca、+Cu–Ca、–Cu+Ca和+Cu+Ca, 饲喂大黄鱼幼鱼[(4.05±0.31) g]10周, 每个处理组设置3个重复。结

果表明,  高铜组(+Cu–Ca和+Cu+Ca)实验鱼的存活率、终末体质量和增重率显著低于低铜组(–Cu–Ca和
–Cu+Ca)(P<0.05); 高铜组实验鱼肝脏和肌肉中的铜含量显著高于低铜组, 而高钙组(–Cu+Ca和+Cu+Ca)实验

鱼肌肉中的铜含量却显著低于低钙组(–Cu–Ca和+Cu–Ca)(P<0.05); 高铜组实验鱼肝脏中的糖原含量显著低于

低铜组(P<0.05); 实验鱼肝脏中的超氧化物歧化酶、过氧化物酶、谷胱甘肽过氧化物酶、6-磷酸葡糖酸脱氢

酶、异柠檬酸脱氢酶和脂肪酸合成酶活性, 高铜组显著低于低铜组, 而高钙组却显著高于低钙组, 但硫代巴比

妥酸反应物含量和脂蛋白脂肪酶活性正好相反(P<0.05); 饲料中铜和钙的交互作用显著影响了实验鱼肌肉中

的铜含量、硫代巴比妥酸反应物含量、6-磷酸葡糖酸脱氢酶、脂肪酸合成酶和脂蛋白脂肪酶活性(P<0.05)。
研究表明, 钙能够缓解摄食高铜饲料对大黄鱼幼鱼造成的伤害。
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铜(Copper, Cu)是生命活动中许多关键代谢酶

类的重要组成部分, 鱼类从食物中摄入的铜达到适

宜需求量的4—6倍时会导致铜中毒
[1]
。鱼类铜中毒

的典型症状包括: 氧化损伤
[2]
、鳃和肝脏组织病

变
[3]
、生长抑制, 甚至死亡等

[4]
。研究证实, 铜离子

具有较强的底物竞争性抑制作用, 能够与血液中的

清蛋白(Albumin)大量结合, 导致游离脂肪酸由于缺

乏足够的载体而在肝细胞中大量积聚, 从而造成脂

代谢失衡和氧化损伤,  这是造成鱼类体脂沉积和

“脂肪肝”的重要原因之一
[5]
。受到全球环境问题的

影响,  饲料原料(如鱼粉、肉骨粉、啤酒酵母及芝

麻饼等)中铜含量超标已成为不可控因素。据不完

全统计, 大多数鱼类对铜的适宜需求量为4—6 mg/
kg, 而市售的动物饲料中铜含量为18.2—119.4 mg/
kg, 是鱼类适宜需求量的4—20倍[6]

。近年来, 由于

饲料中重金属超标造成鱼类养殖业经济损失的状

况日趋严重, 因此探寻鱼类铜中毒的缓释手段就成

为亟待解决的重要问题
[7]
。

愈来愈多的研究发现, 营养素之间存在复杂的

相互促进和抑制作用
[8]
。钙(Calcium, Ca)被认为是

对铜毒性具有直接缓释作用的营养素
[9]
。研究发

现 ,  向高铜含量的养殖水体中添加适宜(50  mg
Ca/L)的钙后, 黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)肝脏

中脂代谢相关酶类活性提高,  肝脏组织切片发现,
肝细胞排列紧密, “脂肪肝”症状得到缓解

[10]
。然而,

通过提高鱼类饲料中的钙水平, 能否对铜毒性造成

的生理损伤起到缓释作用, 迄今尚不十分清楚。

大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国传统的四

大海水养殖鱼类之一, 素有“海水国鱼”的美誉。近

年来,  养殖大黄鱼体脂沉积问题凸显,  “脂肪肝”的
高发生率严重影响了大黄鱼的生长速度和养殖的

经济效益
[11]

。本研究通过测定摄食不同铜、钙水
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平饲料的大黄鱼幼鱼的生长性能、肝脏抗氧化酶

类及脂代谢酶类活性, 分析高铜摄入对大黄鱼抗氧

化体系和脂质代谢的不利影响, 并评估钙对鱼类铜

中毒的缓释效果。

1    材料与方法

1.1    实验饲料

采用2×2双因子实验设计,  配制4组等氮(粗蛋

白46%)、等脂(粗脂肪10%)的半精制饲料, 包含2个
铜水平(4和24 mg/kg; 大黄鱼对铜的最适需求量为

3.41  mg/kg[12];  养殖海区海水中铜含量实测值为

5.10 μg/L)和2个钙水平(0.5%和3%; 海水鱼对钙的

最适需求量约为0.5%[13]; 养殖海区海水中钙含量实

测值为4.01 mg/L), 4组饲料分别被命名为: –Cu–Ca、
+Cu–Ca、–Cu+Ca和+Cu+Ca。所有原料经粉碎后

过60目筛网, 按比例混合, 加入适量水揉匀, 经挤条

机加工成直径2.0 mm的颗粒状饲料, 室温阴干至水

分<10%, 置于封口袋中–20℃保存。实验饲料配方

及营养成分见表 1。
1.2    养殖管理及取样

新购大黄鱼幼鱼(4.05±0.31) g经商业饲料驯化

14d后, 随机投放到12个养殖网箱中(1.5 m×1.5 m×
2.0 m), 每个网箱60尾, 设置3个重复。饱食投喂每

天两次(05:00—06:00, 17:00—18:00), 持续10周, 详
细记录投喂量。在养殖过程中,  水温21—25℃,  盐
度22‰—26‰, 溶解氧(6.8±0.15) mg/L。

在养殖结束后 ,  所有鱼禁食24h。采用MS-
222麻醉后称重, 并记录存活数; 每个网箱随机挑选

3尾鱼, –20℃保存, 用于测定全鱼体成分; 每个网箱

另选5尾鱼, 解剖后分别称量内脏重和肝脏重, 计算

肝体指数和脏体指数, 并将解剖获得的肝脏保存于

–20℃,  用于测定肝脏粗成分、铜和肝糖原含量、

抗氧化酶类和脂代谢酶类活性; 剥离背侧肌肉保存

于–20℃, 用于测定肌肉中的铜含量。

表 1    实验饲料配方以及营养组成

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

成分 Ingredient
饲料编号 Diet number

–Cu–Ca –Cu+Ca +Cu–Ca +Cu+Ca

酪蛋白 Caseina 36.00 36.00 36.00 36.00

明胶 Gelatin 9.00 9.00 9.00 9.00

糊精 Dextrin 25.00 25.00 25.00 25.00

鱼油 Fish oil 9.00 9.00 9.00 9.00

卵磷脂 Lecithin 3.00 3.00 3.00 3.00

多维 Vitamin premix b 2.00 2.00 2.00 2.00

多矿 Mineral premix, Cu, Ca-free c 1.00 1.00 1.00 1.00

诱食剂 Attractant 1.00 1.00 1.00 1.00

微晶纤维素 Microcrystalline cellulose 13.45 13.45 10.95 10.95

乙氧喹 Ethoxyquin 0.05 0.05 0.05 0.05

磷酸二氢钙 Monocalcium phosphate 0.50 3.00 0.50 3.00

硫酸铜 Copper sulfate (mg/kg) 4.00 4.00 24.00 24.00

饲料成分分析 Proximate composition  

粗蛋白 Crude protein (%) 46.75 46.38 46.93 45.89

粗脂肪 Crude lipid (%) 10.23 10.55 9.88 9.56

钙 Calcium (%) 1.10 4.33 0.89 3.46

铜 Copper (mg/kg) 4.77 5.01 26.67 25.12

注: a
酪蛋白(不含维生素): 粗蛋白93.01%, 粗脂肪0.81% (甘肃华羚酪蛋白股份有限公司, 中国甘肃); b 维生素混合物(mg/kg): 维生

素A, 32; 维生素D3, 5; 维生素K, 5.1; 维生素E, 120; 维生素B1, 25; 维生素B2, 36.7; 维生素B6, 20; 维生素B12, 0.1; 泛酸, 60; 烟酸, 200; 叶
酸,  20;  生物素,  1.2;  肌醇,  792;  维生素C,  2000;  氯化胆碱,  4000;  纤维素,  12683;  c

矿物元素混合物(mg/kg):  MgSO4·7H2O,  1826;
FeSO4·7H2O, 119; ZnSO4·7H2O, 76; MnSO4·H2O, 44; CoCl2·6H2O, 2; Na2SeO3, 0.45; 纤维素, 7932

Note: a Casein, vitamin free: crude protein 93.01%, crude lipid 0.81% (Gansu Hualing Casein Co. Ltd., Gansu, China); b Vitamin pre-
mix (mg/kg diet): retinol acetate, 32; cholecalciferol, 5; menadione sodium bisulfite, 5.1; α-tocopherol, 120; thiamin-HCl, 25; riboflavin,
36.7; pyridoxine-HCl, 20; vitamin B12, 0.1; D-pantothenic acid calcium, 60; niacin acid, 200; folic acid, 20; biotin,1.2; inositol, 792; ascor-
bic  acid,  2000;  choline  chloride,  4000;  cellulose,  12683;  c  Mineral  premix  (mg/kg  diet):  MgSO4·7H2O,  1826;  FeSO4·7H2O,  119;
ZnSO4·7H2O, 76; MnSO4·H2O, 44; CoCl2·6H2O, 2; Na2SeO3, 0.45; cellulose, 7932
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1.3    成分分析

实验饲料及组织样品成分分析采用AOAC[14]

的标准方法。样品于烘箱中105℃至恒重,  测定水

分含量; 碳化后的样品置于马弗炉中600℃至恒重,
测定灰分含量; 蛋白质含量测定采用FP-528全自动

蛋白质分析仪(Leco公司, 美国密歇根); 脂肪含量测

定采用2055全自动索氏抽提仪(Foss公司, 瑞典赫加

奈斯)。铜、钙含量测定采用ICP-OES电感耦合等

离子体原子发射光谱仪(瓦里安公司,  美国加州)。
所有测试均设置3个重复, 下同。

1.4    肝脏抗氧化酶类活性和糖原含量测定

肝脏样品于预冷的磷酸缓冲液(50 mmol/L, pH
7.4)中匀浆 ,  匀浆液于4℃环境中2000×g离心

15min分离上清液备测。所有测试均采用商业试剂

盒(南京建成生物工程研究所, 中国南京), 严格按照

说明书进行操作。上清液蛋白含量测定采用考马

斯亮蓝法,  以牛血清白蛋白为对照品,  于595 nm处

测定其吸光度; 超氧化物歧化酶活性(SOD)测定采

用比色法, 于550 nm处测定其吸光度。酶活单位定

义为每毫克蛋白每分钟抑制氯化硝基四氮唑蓝

(NBT)自氧化速率达50%时的酶消耗量为1个酶活

单位。过氧化物酶(CAT)活性测定采用比色法,  于
405 nm处测定其吸光度, 酶活单位定义为每毫克蛋

白每分钟使反应体系中吸光度减少0.1的酶消耗量

为1个酶活单位。谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)活性

测定采用比色法,  于412 nm处测定其吸光度,  酶活

单位定义为每毫克蛋白每分钟使反应体系中GSH
浓度降低1 μmol/L为1个酶活单位。硫代巴比妥酸

反应物(TBARS)含量的测定采用比色法, 于532 nm
处测定其吸光度。按肝脏样品质量︰碱液体积=
1︰3混合,  沸水浴20  min备测,  采用蒽酮比色法于

620 nm处测定吸光度, 计算获得肝脏中糖原(Gn)含
量。

1.5    肝脏脂代谢酶类活性测定

肝脏样品于预冷的缓冲液(0.02  mol/L  Tris-
HCl, 0.25 mol/L蔗糖,  2 mmol/L EDTA, 0.1 mol/L
NaCl,  0.5 mmol/L PMSF, 0.01 mol/L β-巯基乙醇,
pH 7.4)中匀浆,  匀浆液于4℃环境中20000×g离心

30min分离上清液备测
[6]
。所有测试均采用商业试

剂盒(南京建成生物工程研究所, 中国南京), 严格按

照说明书进行操作。6-磷酸葡糖酸脱氢酶(6PGD)、
苹果酸酶(ME)、异柠檬酸脱氢酶(ICDH)和脂肪酸

合成酶(FAS)活性的测定采用比色法,  于340 nm处

测定其吸光度, 酶活单位定义为每毫克蛋白每分钟

使反应体系中底物浓度降低1 μmol/L为1个酶活单

位。脂蛋白脂肪酶(LPL)活性的测定采用比色法,
于340 nm处测定其吸光度, 酶活单位定义为每毫克

蛋白每小时消耗1  μmol游离脂肪酸时的酶消耗量

为1个酶活单位。

1.6    计算方法和统计分析

存活率(Survival rate, %)=100×存活尾数/初始

尾数;
增重率(Weight gain rate, %)=100×(末体质量–

初体质量)/初体质量;
饲料效率(Feed efficiency)=(末体质量–初体质

量)/干饲料消耗量;
肝体指数(Hepatosomatic index, %)=100×肝脏

重/末体质量;
脏体指数(Viscerosomatic index, %)=100×内脏

重/末体质量。

实验数据采用双因素方差分析(Two-way AN-
OVA)进行统计学处理 ,  结果以平均值±标准差

(mean±SD)表示,  显著性水平设置为P<0.05。所有

分析均采用SPSS 18.0.0在Windows操作系统中进

行。

2    结果

2.1    生长性能和体成分

为期10周的养殖实验结束后, 实验鱼的存活率>
66.11%, 其中, 高铜组(+Cu–Ca和+Cu+Ca)实验鱼的

存活率显著低于低铜组(–Cu–Ca和–Cu+Ca)(P<0.05),
而饲料中钙水平并未对存活率造成显著影响

(P>0.05)(表 2); 饲料中铜水平显著影响了实验鱼的

生长性能, 高铜组实验鱼的终末体质量和增重率显

著低于低铜组(P<0.05), 而饲料中钙水平并未显著

影响终末体质量和增重率(P>0.05); 饲料效率、肝

体指数和脏体指数未受到饲料中铜和钙水平的影

响(P>0.05); 饲料中铜和钙的交互作用未对实验鱼

的终末体质量、增重率、饲料效率、肝体指数、

脏体指数及存活率造成显著影响(P>0.05)。
饲料中铜和钙水平并未显著影响实验鱼全鱼

和肝脏中的水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量, 上
述指标也未受到饲料中铜和钙交互作用的显著影

响(P>0.05,  表  3)。实验鱼肝脏和肌肉中的铜含量

受到饲料中铜水平的影响, 高铜组显著高于低铜组,
而肌肉中的铜含量还受到饲料中钙水平的影响, 高
钙组 ( – C u + C a 和 + C u + C a ) 显著低于低钙组

(–Cu–Ca和+Cu–Ca)(P<0.05), 但肝脏中的铜含量却

未受到饲料中钙水平的显著影响(P>0.05); 实验鱼

肝脏中糖原含量受到饲料中铜水平的影响, 高铜组
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显著低于低铜组(P<0.05), 但饲料中钙水平并未对

糖原含量造成显著影响(P>0.05)。饲料中铜和钙的

交互作用显著影响了实验鱼肌肉中的铜含量

(P<0.05), 却未对肝脏中的铜和糖原含量造成影响

(P>0.05, 表 4)。

2.2    肝脏抗氧化酶类活性及过氧化程度

实验鱼肝脏中的超氧化物歧化酶、过氧化物

酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性受到饲料中铜和钙

水平的影响,  高铜组显著低于低铜组,  而高钙组显

著高于低钙组(P<0.05, 表 5); 高铜组实验鱼肝脏中

的硫代巴比妥酸反应物含量显著高于低铜组, 而高

钙组则显著低于低钙组(P<0.05); 实验鱼肝脏中的

超氧化物歧化酶、过氧化物酶和谷胱甘肽过氧化

物酶活性未受到饲料中铜和钙交互作用的显著影

响(P>0.05), 但交互作用显著影响了肝脏中硫代巴

比妥酸反应物含量(P<0.05)。
2.3    肝脏脂代谢酶类活性

饲料中铜和钙水平显著影响了实验鱼肝脏中

6-磷酸葡糖酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶和脂肪酸

合成酶活性,  高铜组显著低于低铜组,  高钙组显著

高于低钙组(P<0.05, 表 6); 脂蛋白脂肪酶活性也受

到饲料中铜和钙水平的显著影响, 但趋势正好相反

(P<0.05); 实验鱼肝脏中的苹果酸酶活性仅受到饲

料中铜水平的影响, 高铜组显著低于低铜组(P<0.05),
而饲料中钙水平并未对其活性造成显著影响

(P>0.05);  实验鱼肝脏中的6-磷酸葡糖酸脱氢酶、

脂肪酸合成酶和脂蛋白脂肪酶活性受到饲料中铜

和钙交互作用的显著影响(P<0.05), 而苹果酸酶和

表 2    大黄鱼幼鱼的存活率和生长性能

Tab. 2    The survival and growth performance of juvenile large yellow croaker

处理组
Treatment

终末体质量
Final body weight

(g)

增重率
Weight gain rate

(%)

饲料效率
Feed

efficiency

肝体指数
Hepatosomatic

index (%)

脏体指数
Viscerosomatic

index (%)

存活率
Survival rate

(%)
–Cu–Ca 25.35±0.53 517.21±15.92 1.33±0.02 1.34±0.03 3.32±0.12 84.44±4.20
–Cu+Ca 25.32±0.73 518.35±16.90 1.32±0.02 1.34±0.05 3.30±0.17 83.33±1.67

+Cu–Ca 23.40±1.18 473.04±28.02 1.32±0.03 1.36±0.03 3.33±0.02 66.11±4.19

+Cu+Ca 24.66±0.68 504.56±24.48 1.33±0.06 1.33±0.04 3.34±0.12 73.89±9.18

ANOVA (P value)

Cu 0.025 0.041 1.000 0.831 0.762 0.002

Ca 0.231 0.233 1.000 0.366 0.907 0.327
Cu×Ca 0.211 0.265 0.870 0.526 0.834 0.201

表 3    大黄鱼幼鱼的全鱼和肝脏成分

Tab. 3    The whole-body and liver compositions of juvenile large yellow croaker (%)

处理组
Treatment

全鱼 Whole-body of fish 肝脏 Liver of fish
水分 Moisture 粗蛋白 Protein 粗脂肪 Lipid 灰分 Ash 水分 Moisture 粗蛋白 Protein 粗脂肪 Lipid 灰分 Ash

–Cu–Ca 73.43±0.28 16.61±0.69 7.98±0.26 3.46±0.12 77.28±0.14 22.26±0.26 4.45±0.07 1.14±0.03
–Cu+Ca 73.58±0.35 16.44±0.60 8.05±0.47 3.56±0.06 77.34±0.12 22.47±0.28 4.27±0.08 1.15±0.03

+Cu–Ca 73.25±0.13 16.66±0.45 8.00±0.20 3.52±0.43 77.24±0.12 22.23±0.13 4.43±0.21 1.14±0.05

+Cu+Ca 73.46±0.30 16.24±0.25 8.07±0.08 3.47±0.13 77.24±0.15 22.32±0.12 4.41±0.24 1.18±0.07

ANOVA(P value)

Cu 0.373 0.815 0.877 0.887 0.373 0.232 0.529 0.676

Ca 0.291 0.367 0.687 0.850 0.719 0.511 0.329 0.443
Cu×Ca 0.833 0.695 1.000 0.589 0.688 0.957 0.430 0.592

表 4    大黄鱼幼鱼肝脏和肌肉中的铜及肝糖原含量

Tab. 4    The concentrations of liver and muscle Cu and liver gly-
cogen of juvenile large yellow croaker

处理组
Treatment

肝脏铜含量
Liver Cu

concentration
(μg/g)

肌肉铜含量
Muscle Cu

concentration
(μg/g)

肝糖原含量
Liver glycogen
concentration
(g/100 g liver)

–Cu–Ca   9.59±0.34   8.22±0.11   0.95±0.03
–Cu+Ca   9.48±0.34   8.26±0.25   0.92±0.03

+Cu–Ca 12.56±0.86 11.02±0.19   0.84±0.01

+Cu+Ca 10.75±0.23   9.99±0.55   0.87±0.02
ANOVA(P

value)
Cu 0.001 0.001 0.001

Ca 0.689 0.029 1.000
Cu×Ca 0.953 0.021 0.051
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异柠檬酸脱氢酶却未受到交互作用的影响

(P>0.05)。

3    讨论

3.1    生长性能和体成分

鱼类从食物中摄入铜的含量超过生理耐受上

限会影响存活率
[15]

。在本研究中, 为期10周的养殖

实验结束后,  摄食适宜铜含量饲料(低铜组)的大黄

鱼存活率保持在较高的水平(>83.33%),  而摄食高

铜含量饲料(高铜组饲料中铜含量为适宜需求量的

6倍)的大黄鱼存活率仅为66.11%—73.89%, 表明大

黄鱼对饲料中铜含量超标较为敏感。过量的铜摄

入不仅会导致鱼类死亡,  还会影响其生长性能,  原
因可能与机体的解毒耗能有关: 食物中过量的铜会

导致鱼体血液中游离脂肪酸含量升高, 继而诱发生

理紊乱,  机体为了维持内稳态,  往往会启动一系列

生理适应性反应进行调节,  而代谢支出的提高,  会
影响生长对能量的需求

[16]
。在本研究中, 高铜含量

饲料的摄入明显抑制了大黄鱼的生长性能(如增重,
–Cu+Ca组>+Cu+Ca组; –Cu–Ca组>+Cu–Ca组)。类

似的发现在其他鱼类研究中也有报道,  如罗非鱼

(Oreochromis niloticus×Oreochromis aureus)[17]
、石

斑鱼(Epinephelus malabaricus)[18]
、黄颡鱼

[19]
和草

鱼(Ctenopharyngodon idellus)[20]
等。前人的研究提

出, 营养素之间存在复杂的相互促进和抑制作用。

在正常生理条件下, 食物中的铜进入动物消化道后,
在氨基酸络合剂协助下被运输到肠黏膜上, 与超氧

化物歧化酶或金属硫蛋白相结合 ,  通过磷酸化

ATP酶介导的铜离子通道转运进入血液, 载体蛋白

在整个过程发挥极其重要的作用。然而, 其他金属

元素如钙、铁、锌等的转运过程与铜相似, 因此相互

间存在着竞争性抑制作用
[21]
。Wurts和Perschbacher[9]

发现,  外源补充钙对急性铜胁迫下的斑点叉尾鲖

(Ictalurus punctatus)具有明显的毒性缓释作用。在

本研究中,  尽管提高了高铜饲料中钙的含量,  却未

对大黄鱼的生长性能造成影响, 但发现实验鱼的增

重指标+Cu+Ca组(20.69 g)>+Cu–Ca组(19.39 g), 基
于这个发现, 能否通过进一步提高饲料中的钙含量

或延长养殖周期,  达到缓解鱼类生长抑制的目的,
尚需进一步研究。

表 5    大黄鱼幼鱼肝脏中抗氧化酶活性

Tab. 5    Liver antioxidant enzyme activities of juvenile large yellow croaker

处理组
Treatment

超氧化物歧化酶
Superoxide dismutase

(U/mg protein)

过氧化物酶
Catalase

(U/mg protein)

谷胱甘肽过氧化物酶
Glutathione peroxidase

(U/mg protein)

硫代巴比妥酸反应物
Thiobarbituric acid
reactive substance
(nmol/mg protein)

–Cu–Ca 103.19±5.47 38.64±0.46 383.26±3.81 50.83±0.40
–Cu+Ca 114.41±6.00 39.99±0.76 395.18±3.84 49.97±0.17

+Cu–Ca   87.14±5.12 30.72±1.25 306.22±4.78 86.78±2.57

+Cu+Ca 100.16±1.59 33.16±2.17   324.48±14.88 77.98±1.96

ANOVA(P value)

Cu 0.001 0.001 0.001 0.001

Ca 0.003 0.038 0.013 0.001
Cu × Ca 0.756 0.497 0.525 0.003

表 6    大黄鱼幼鱼肝脏中脂肪酸代谢酶活性

Tab. 6    Liver fatty acid metabolism enzyme activities of juvenile large yellow croaker (mIU/mg protein)

处理组
Treatment

6-磷酸葡糖酸
脱氢酶

6-phosphogluconate
dehydrogenase

苹果酸酶
Malic enzyme

异柠檬酸
脱氢酶

Isocitrate
dehydrogenase

脂肪酸
合成酶

Fatty acid
synthase

脂蛋白
脂肪酶

Lipoprotein
lipase

–Cu–Ca 191.70±3.33 45.04±0.93 180.49±1.48 51.12±0.30 364.31±5.91
–Cu+Ca 194.78±4.70 46.48±2.35 189.72±7.65 52.14±0.18 360.48±7.66

+Cu–Ca   115.27±12.02 28.37±1.22 152.55±3.00 25.36±0.55 508.04±6.13

+Cu+Ca 149.89±5.47 28.31±0.89 169.52±7.57 29.17±0.79 479.37±2.70

ANOVA(P value)

Cu 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Ca 0.002 0.443 0.004 0.001 0.001
Cu×Ca 0.005 0.401 0.268 0.002 0.006
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本研究发现,  受到饲料中铜水平的影响,  高铜

组实验鱼肝脏和肌肉中的铜含量显著高于低铜组,
而肝脏中的铜含量明显高于肌肉, 这与前人的研究

结果是一致的: Chen等[10]
检测发现, 铜在黄颡鱼组

织中积累的浓度顺序为:  肝脏>鳃>肾脏>脊椎>肠
道>肌肉; Tekin-Ozan和Kir[22]

报道, 鲤(Cyprinus car-

pio)肝脏和鳃组织中重金属含量最高,  而肌肉中重

金属含量最低; Arellano等[23]
发现, 铜在塞内加尔鳎

(Solea senegalensis)肝脏组织中的含量显著高于鳃

组织。此外, 本研究通过提高高铜饲料中的钙水平,
显著降低了实验鱼肌肉中的铜含量, 并检测到饲料

中铜和钙对实验鱼肌肉中的铜含量变化具有显著

的交互作用(P=0.021)。这可能与铜和钙在动物体

内存在竞争性抑制作用有关, 而钙更容易与载体蛋

白相结合
[24]

。虽然大黄鱼肝脏中的铜含量并没有

因为钙水平的提高发生显著的变化, 但肌肉作为鱼

类主要的可食用部分,  铜含量的显著降低,  从食品

安全角度来看是有利的。本研究还发现, 高铜组实

验鱼肝脏中糖原含量显著低于低铜组, 这个发现进

一步验证了前面论述中提到的解毒耗能造成生长

性能下降的推测。糖类是生物体的主要能量物质,
葡萄糖聚合物通常以糖原的形式储存于动物体的

肝脏和肌肉中, 当能量需求发生时(如饥饿、胁迫

等), 糖原能够快速分解成葡萄糖, 继而进行氧化供

能
[25]
。

3.2    肝脏抗氧化酶类活性及过氧化程度

鱼类摄入过量的铜与载体蛋白结合, 引起血液

中游离脂肪酸含量升高, 阻断β氧化, 大量游离脂肪

酸进入非氧化代谢通路生成神经酰胺, 产生大量有

毒的自由基(ROS), 导致醛酮类物质过度积累, 通过

与蛋白和核酸等发生交联聚合, 诱发细胞毒性和器

官衰竭
[26]

。在本研究中, 高铜组大黄鱼肝脏中的超

氧化物歧化酶、过氧化物酶及谷胱甘肽过氧化物

酶活性显著低于低铜组, 而硫代巴比妥酸反应物含

量显著高于低铜组, 表明过量摄入铜会抑制大黄鱼

抗氧化酶活性,  可能造成醛酮类物质积累,  该发现

与前人的研究结果是一致的。姚志峰等
[27]

发现, 过
量铜摄入能够显著抑制中华鲟(Acipenser  sinensis

Gray)幼鱼肝脏中超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和

谷胱甘肽抗氧化酶活性。聂志娟等
[28]

发现高浓度

的铜能够对刀鲚(Coilia nasus)幼鱼肝脏中超氧化物

歧化酶和过氧化氢酶活性造成抑制。在本研究中,
通过提高高铜饲料中的钙水平,  发现+Cu+Ca组实

验鱼肝脏中抗氧化酶活性显著高于+Cu–Ca组,  而
硫代巴比妥酸反应物的含量显著低于+Cu–Ca组,
提示通过提高饲料中的钙水平, 能够对抗氧化酶活

性受到抑制的状况起到缓释作用, 并可能降低醛酮

类物质的积累。

3.3    肝脏脂代谢酶类活性

鱼类应对铜毒性的生理解毒过程会消耗大量

的代谢能, 机体往往会通过激活一些重要酶类来参

与能量的调节。其中, 肝脏脂蛋白脂肪酶被认为是

脂代谢过程中关键的限速酶, 能够催化三酰甘油分

解为脂肪酸和单酸甘油酯, 以供组织分解氧化供

能
[29]

。本研究发现, 高铜组实验鱼肝脏中脂蛋白脂

肪酶的活性显著高于低铜饲料组, 表明高铜摄入加

速了大黄鱼对能量的需求。前人的研究发现, 鱼类

能够通过自身的生理适应性调节维持机体的脂稳

态,  当机体提出能量需求时,  合成代谢途径将受到

抑制
[30]

。在本研究中,  高铜组实验鱼肝脏中参与

NADPH或脂肪生成的酶类,  如6-磷酸葡糖酸脱氢

酶、苹果酸酶、异柠檬酸脱氢酶和脂肪酸合成酶

的活性受到代谢耗能的影响显著降低(高铜组<低
铜组 )。然而 ,  通过提高高铜饲料中的钙水平 ,
+Cu+Ca组实验鱼肝脏中6-磷酸葡糖酸脱氢酶、异

柠檬酸脱氢酶和脂肪酸合成酶的活性显著高于

+Cu–Ca组 ,  而脂蛋白脂肪酶活性却显著低于

+Cu–Ca组, 提示高铜饲料中添加适宜的钙, 能够缓

解机体在解毒过程中对能量的过度需求。

综上,  饲料中铜水平过高,  会降低大黄鱼幼鱼

的存活率; 摄入过量的铜会抑制大黄鱼幼鱼肝脏中

抗氧化酶类及脂肪合成酶类的活性, 机体通过激活

脂肪分解酶类进行供能; 通过提高高铜饲料中的钙

水平,  能够增强大黄鱼幼鱼的抗氧化能力,  降低醛

酮类物质的积累,  减少代谢耗能。然而,  要彻底弄

清钙对鱼类铜中毒的毒性缓释机制, 尚需开展进一

步具体而深入的研究。
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EFFECTS OF DIETARY COPPER AND CALCIUM LEVELS ON GROWTH,
ANTIOXIDANT ENZYME AND LIPID METABOLISM ENZYME ACTIVITIES OF

JUVENILE LARGER YELLOW CROAKER LARIMICHTHYS CROCEA

LAI Hang, LI Ming, TAO Zhen, XIE Feng-Jun, LI Qing, GONG Shi-Yan and WANG Ri-Xin
(School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China)

Abstract: To evaluate effects of dietary copper and calcium on juvenile larger yellow croaker Larimichthys crocea,
four experimental diets (–Cu–Ca, +Cu–Ca, –Cu+Ca and +Cu+Ca) were formulated containing two different levels of
copper (4 and 24 mg/kg) and of cadmium (0.5% and 3%) to feed juvenile large yellow croaker (4.05±0.31) g in tripli-
cate for 10 weeks. The results indicated that the addition of Cu decreased fish survival rate, final body weight and
weight gain (P<0.05). As expected, the Cu diets enhanced liver and muscle Cu concentrations, Interestingly, the Ca
diets diminished muscle Cu concentration (P<0.05). The supplement of Cu decreased liver glycogen concentration, liv-
er superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, 6-phosphogluconate dehydrogenase, isocitrate dehydro-
genase, and fatty acid synthase activities, but it it enhanced thiobarbituric acid reactive substance content and lipopro-
tein lipase activity (P<0.05). The interaction between Cu and Ca on muscle Cu concentration, thiobarbituric acid reac-
tive substance content, 6-phosphogluconate dehydrogenase, fatty acid synthase and lipoprotein lipase activities was
identified (P<0.05). This study indicated that calcium supplement mitigated injuries in fish by high copper intake.

Key words: Larger yellow croaker; Copper; Calcium; Antioxidant enzyme; Lipid metabolism enzyme
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