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活饵与饲料投喂对幼鳜肠肽酶活力及小肽转运、吸收的影响

曾萌冬1, 2, 3    马晨夕1, 2, 3    赵亮亮1, 2, 3    赵金良1, 2, 3

(1. 上海海洋大学农业农村部淡水水产种质资源重点实验室, 上海 201306; 2. 水产动物遗传育种中心上海市协同创新中心,
上海 201306; 3. 水产科学国家级实验教学示范中心, 上海 201306)

摘要: 以初始体重(6.77±0.64) g的鳜(Siniperca chuatsi)为实验对象, 从消化道肠肽酶活力和小肽转运吸收方面

比较研究鳜对活饵与饲料消化吸收能力的差异。实验采用3种分组投食策略, 将鳜分活饵组(仅投喂活饵

鱼)、饲料组(仅投喂饲料)、复投活饵组(以下简称复投组, 先投喂饲料后活饵鱼)。活饵组、饲料组分别饲养

22d, 复投组经5d驯饲、15d饲料和2d活饵喂养。饲养结束时在各组进食0.5h、1h、2h、3h、6h、12h、16h时
分别取样肠和幽门盲囊, 测定氨肽酶和羧肽酶含量与活力, 小肽转运载体基因Pept1a、Pept1b和Pept2 mRNA
表达水平, 及进食12h后肠内容物及粪便中残余小肽含量。结果表明: 各组羧肽酶、氨肽酶含量变化无显著性

规律, 酶活力总体呈先升后降趋势; 活饵组肽酶活力峰值显著高于复投组高于饲料组(P<0.01), 复投组由饲料

转喂活饵后, 肠道肠肽酶活力显著上升; 各组前肠、中肠及幽门盲囊Pept1a、Pept1b mRNA表达显著高于后

肠(P<0.01), 后肠则以Pept2 mRNA高表达(P<0.01)。在复投组摄食活饵后, 小肽转运载体基因表达水平较饲

料组迅速回升(P<0.01); 摄食12h, 复投组肠内容物小肽含量显著高于活饵组和饲料组, 小肽吸收效率随消化时

间延长而上升。饲料组粪便中小肽含量显著高于活饵组与复投组, 未转运的小肽中含必需氨基酸居高。综上

所述, 投喂鳜配合饲料, 对肠肽酶活力、小肽转运载体基因表达和小肽吸收速率均产生不利影响, 鳜对饲料蛋

白的分解和小肽转运吸收效率显著低于活饵鱼。
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在消化过程中, 膳食蛋白经胃蛋白酶、胰蛋白

酶等初步分解后, 再经肠肽酶水解, 使肠腔产生高

水平的短链肽(二肽和三肽)。部分短肽继续水解为

游离氨基酸被吸收, 部分短肽则以完整的形式通过

基底外侧转运系统直接转运吸收到肠上皮细胞中
[1],

相比游离氨基酸的吸收, 小肽转运具有速度快、低

耗能、逆浓度吸收、不易饱和和无吸收位点竞争

等特点
[2]; 鱼类小肽的转运过程与哺乳动物基本相

似: (1)通过低亲和力、高容量的转运载体(Pept1)识
别、结合肽; (2)通过高亲和力、低容量的基底膜转

运载体(Pept2)把完整的肽转运进入血液
[3]
。目前在

鱼类中已发现Pept1的两类功能相似的亚型Pept1a
与Pept1b[4]

。

鳜( Siniperca chuatsi )作为典型肉食性鱼类, 对

饵料蛋白需求较高, 特具适宜高蛋白饵料消化的消

化道与消化酶
[5]
。在自然条件下, 鳜以摄食活饵鱼

为主, 目前经人工驯食, 可成功摄食配合饲料。在

养殖过程中发现, 投喂高营养价值配合饲料的鳜其

生长速率仍显著低于投喂活饵鱼。前期研究认为,
使用配合饲料替换活饵, 对鳜消化道结构、消化酶

活力等均有不利影响, 如消化道肌层和黏膜下层厚

度减小, 胰蛋白酶活力下降等
[6], 这一不利影响可随

鳜对摄食配合饲料时间的延长而产生适应
[7]
。鳜对

配合饲料的消化不同于活饵, 活饵需在鳜胃部多种

消化酶作用下, 逐步分解为流汁状底物继而被肠吸

收, 而配合饲料在胃中并未完全消化, 且停留时间

短, 排空快
[8], 饵料微粒可随底物分解一并排入肠腔

或幽门盲囊中。配合饲料替代活饵, 使鳜面临不同
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蛋白底物消化吸收的适应性挑战, 其肠消化酶功

能、转运和吸收速率上有何种变化, 目前还未有相

关研究。相较于游离氨基酸, 以肽键结合成小肽的

转运形式更具吸收特征和优势, 因此, 本研究从小

肽的酶解、转运及肠内容物与粪便中的小肽含量

等方面, 探究了配合饲料替换活饵对鳜蛋白质营养

吸收作用的影响。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

鳜苗(6.77±0.64) g和饵料鱼(麦鲮)购自广东番

禺某养殖场, 至实验室循环水玻璃箱中暂养2d。饲

料组鳜按饥饿→活饵加死饵→死饵加软颗粒饲料→
软颗粒饲料的方式驯化

[9]
。死饵为当场处死的鲮

苗; 鳜专用饲料(粉状料)购自浙江某生物科技有限

公司。

 1.2    实验方法

分组饲喂与取样　　实验分组为饲料组、活

饵组和复投组, 每组分3个玻璃箱(50 cm×40 cm×
40 cm)喂养, 每箱50尾。水体为曝气自来水, 水温

保持28℃, 溶氧保持8 mg/L, pH保持8.0。饲料组投

喂前0.5h, 取粉料和水(按7﹕3比例)使用制粒机均匀

混合挤压成粒(粒径0.5 cm×2 cm)后待投喂; 活饵组

投喂鲮鱼苗; 复投组为鳜完成饲料驯食、正常摄食

配合饲料15d后再换投活饵鱼2d, 复投组转食取样

时间以摄食活饵后粪便具有包膜包裹为标准。各

组每天于6:30和18:30饱食投喂。饲喂周期为22d。
第22天上午饱食投喂结束后计时, 于0.5h、1h、2h、
3h、6h、12h和16h时间点各组随机取样, 取幽门盲

囊、肠于–80℃保存。

肽酶含量与活力测定　　每组各时间段随机

挑选3尾, 取肠、幽门盲囊, 利用冷冻PBS缓冲液

(pH 7.4)洗净消化道内容物, 吸水纸吸干水分。取

50 mg样本, 加入样本量1﹕9的冷冻PBS, 在冰浴中充

分匀浆后液冷冻离心15min(4℃, 3000 r/min), 取上

清液, 氨肽酶和羧肽酶消化酶含量、活力采用上海

酶联生物科技有公司试剂盒测定, 在酶标仪(Sy-
nergy H1, BioTek, 美国)450 nm下分别测定吸光度

值, 通过标准曲线计算消化酶含量与活力。

小肽含量检测　　在投喂12h后, 采集酶活组

织样品同时, 吸取饲料组、活饵组与复投组3尾鱼

中段肠道内容物, 分别制作混合样本于1.5 mL离心

管中, –80℃保存。投喂完毕后, 立即虹吸去除残余

饵饲料、余留粪便, 同时开启循环水泵过滤水质。

待饲料组、活饵组与复投组鳜排便后, 分组收集粪

便→滤纸过滤→1.5 mL离心管、–80℃速冻→冷冻

干燥机干燥→ –80℃保存。样品委托上海交通大学

分析检测中心检测, 采用LC-MS法, 在正负离子模

式下进行非靶向代谢物质检测, 利用图谱信息对比

metlin数据库进行短肽类型鉴定。

小肽转运载体表达定量　　小肽转运载体

Pept1a、Pept1b和Pept2 cDNA序列来自本实验室

鳜基因组数据, 内参基因引物根据GenBank中鳜β-
actin cDNA序列(登录号: FJ436084.1), 由软件Primer
5.0进行合成引物设计, 并委托上海金唯智生物科技

有限公司合成(表 1)。
每组各时间段随机挑选3尾鳜, 取肠、幽门盲

囊, 用冷冻去离子水洗净肠道内容物后分为前肠、

中肠和后肠。采用TaKaRa试剂盒提取样品总RNA
和去除基因组DNA杂质、反转录合成cDNA, 使用

OD仪检测浓度和纯度, 使用1.0%琼脂糖凝胶电泳

检测其完整性。实时荧光定量PCR反应体系20.0 μL:
TB Green Premix TapⅡ10 μL, 正反引物各0.8 μL,
cDNA模板1.6 μL, ddH2O 6.8 μL。扩增程序: 95℃
预变性3min; 95℃ 3s, 60℃ 25s, 进行40个循环; 每
个样本设置3个重复, 以Ct (2–ΔΔCt)值计算目的基因

的相对表达数据。

 1.3    数据处理

使用Excel汇总数据; 使用SPSS 21.0进行统计

分析, 采用Independent-samples t Test, 比较活饵

组、饲料组和复投组各指标间的差异。使用Ori-
gin 18和Excel绘图。

 2    结果

 2.1    投喂活饵与饲料对鳜肠和幽门盲囊中氨肽

酶、羧肽酶含量的影响

由表 2可知, 饲料组肠氨肽酶含量在鳜摄食后

表 1   引物序列

Tab. 1   Primer sequence

引物名称
Primer

引物序列
Primer sequence

(5′—3′)

扩增产物大小
Amplification

product
size (bp)

退火温度
Annealing

temperature
(℃)

Pept1a-F AAGACATCGAGCCC
AACTCG

235 64

Pept1a-R ATGTACTCTGCCCAC
CGTTC

Pept1b-F GGCAGACAAAGGCG
AGAT

193 56

Pept1b-R ATGGTAGATAGTGGT
GGC

Pept2-F GACGCTCTACTTCCT
CAC

199 58

Pept2-R AATGGCTCCAACCGA
CTT

β-actin-F GCGTGACATCAAGG
AGAA

181

β-actin-R CATACCGAGGAAGG
AAGG
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2h、3h和6h时具显著差异(P<0.05), 呈依次递减趋

势, 12h恢复至进食后2h水平。活饵组肠氨肽酶含

量在鳜进食后6h时, 显著低于各时间点(P<0.05)。
复投组肠氨肽酶含量在各时间点无显著差异(P<0.05);
饲料组幽门盲囊氨肽酶在鳜摄食0.5h和6h时, 含量

显著低于各时间点(P<0.05)。活饵组幽门盲囊在摄

食6h时, 含量显著降低(P<0.05)。复投组幽门盲囊

氨肽酶含量于摄食0.5h时含量最高, 显著高于各时

间点(P<0.05)。各组鳜摄食后0.5h至16h, 肠与幽门

盲囊氨肽酶含量增减呈无规律性变化, 3种投食策

略对鳜消化过程中氨肽酶含量的变化无显著影响。

由表 3可知, 饲料组肠羧肽酶含量在鳜摄食后

3h、6h和12h时具显著差异(P<0.05), 呈先增后减趋

势, 其中含量最高为摄食6h时。活饵组与复投组分

别在摄食1h和2h时, 肠羧肽酶含量具显著差异, 均
在摄食1h时含量达最高值; 饲料组幽门盲囊羧肽酶

含量于摄食0.5h时显著低于各时间点(P<0.05), 摄
食3h时含量达最高值。活饵组幽门盲囊羧肽酶含

量于摄食3h和6h时具显著差异(P<0.05), 摄食6h时
含量达最高值。复投组幽门盲囊羧肽酶含量于摄

食0.5h时最高, 于摄食16h时最低。与氨肽酶含量类

似, 三种投食策略下羧肽酶含量增减呈无规律性变化。

 2.2    投喂活饵与饲料对鳜肠与幽门盲囊中氨肽

酶、羧肽酶含量的影响

如图 1所示, 活饵组、饲料组和复投组鳜的肠

和幽门盲囊氨肽酶与羧肽酶活力在进食后0.5h至
6h时间段酶活力呈逐步上升, 6h之后逐步下降趋势。

摄食后0.5h至2h活饵组肠氨肽酶、羧肽酶高于

复投组和饲料组(P<0.01); 摄食后3h, 肠氨肽酶活力

分别为活饵组>复投组>饲料组; 活饵组与复投组肠

羧肽酶活力显著高于饲料组(P<0.01), 活饵组与复

投组无差异(P>0.05); 摄食后6h, 肠中两种肽酶活力

依次为活饵组>复投组>饲料组; 摄食后12h, 活饵组

与复投组肠中两种肽酶活力显著高于饲料组(P<
0.01)。摄食后16h, 活饵组肠中两种肽酶仍保持较

高活力, 显著高于复投组和饲料组(P<0.01)。
活饵组幽门盲囊中氨肽酶和羧肽酶在各时间

点, 酶活力显著高于复投组与饲料组(P<0.01)。活

饵组幽门盲囊中两种肽酶在各时段活力增长趋势

与肠类似, 饲料组增长趋势则较为平缓。

 2.3    小肽转运载体表达量

如图 2所示, 活饵组、饲料组和复投组鳜肠

表 2    活饵组、饲料组和复投组的肠道与幽门盲囊的氨肽酶含量

Tab. 2    The content of aminopeptidase in the intestine and pyloric caeca of live bait group, feed group and re-injection group (ng/mL)

时间
Time
(h)

肠氨肽酶含量
Content of aminopeptidase in the intestine

幽门盲囊氨肽酶含量
Content of aminopeptidase in thepyloric caeca

饲料组 活饵组 复投组 饲料组 活饵组 复投组

0.5 10.28±0.23bc 10.39±0.19a
10.11±0.13 6.53±0.79b 10.72±0.25a 10.03±0.62a

1 10.44±0.45b 10.42±0.71a
8.29±1.88 9.87±0.19a 9.76±0.17ab 7.47±0.06b

2 11.70±0.16a 10.23±0.15ab
10.09±0.32 8.57±0.11a 9.70±0.89ab 8.60±0.15ab

3 10.47±0.43b 10.17±0.03ab
10.89±0.16 9.82±0.18a 10.22±0.21a 8.37±0.47ab

6 9.52±0.29c 8.96±0.31b
9.67±0.71 5.65±0.32b 8.35±0.32b 7.70±0.38b

12 10.75±0.38ab 10.22±0.50ab
10.33±0.18 8.74±0.30a 9.81±0.56ab 7.27±0.03b

16 9.58±0.23c 10.16±0.04ab
9.73±0.15 9.65±0.42a 9.28±0.07ab 7.82±1.14b

注: 同一列数据上标注不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 标注不同大写字母表示差异极显著(P<0.05), 下同
Note: Different lowercase letters marked on the same row indicate significant difference (P<0.05). Different uppercase letters indicate

extremely significant difference (P<0.05). The same applies below

表 3    活饵组、饲料组和复投组的肠道与幽门盲囊的羧肽酶含量

Tab. 3    The content of carboxypeptidase in the intestine and pyloric caeca of the live bait group, feed group and re-injection group (ng/mL)

时间
Time
(h)

肠羧肽酶含量
Content of carboxypeptidase in the intestine

幽门盲囊羧肽酶含量
Content of carboxypeptidase in the pyloric caeca

饲料组 活饵组 复投组 饲料组 活饵组 复投组

0.5 130.26±3.54bc 128.74±1.01bc 141.09±4.25a 72.87±6.88c 130.77±2.83ab 138.06±1.42a

1 126.32±0.61bc 152.94±13.46a 152.02±9.72a 112.75±6.68ab 123.08±0.61ab 104.55±2.73bc

2 124.29±1.62bc 124.19±0.71c 97.67±16.30b 107.69±2.02ab 124.70±2.02ab 111.54±7.89ab

3 117.31±3.74c 120.55±1.52c 123.12±0.56ab 127.83±3.74a 113.77±4.45b 104.55±18.52bc

6 152.13±8.00a 145.65±6.17ab 141.19±0.51a 109.62±6.17ab 141.80±11.03a 128.14±2.43ab

12 131.38±0.81b 128.24±0.91bc 123.68±10.53ab 104.25±10.53b 122.47±1.62ab 94.13±12.75b

16 127.83±0.30bc 119.03±0.20c 125.81±6.58ab 116.19±2.43ab 124.70±13.16ab 60.22±0.71c
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Pept1a、Pept1b mRNA相对表达量从前肠至后肠

依次降低, 后肠仅微量表达。Pept2 mRNA相对表

达量则从前肠至后肠依次上升, 前肠仅微量表达。

活饵组与复投组前、中肠Pept1a和Pept1b mRNA
相对表达量分别于进食后6h达最高水平, 饲料组于

进食3h后达最高水平(图 2a—c)。
在幽门盲囊中, 活饵组各时间点Pept1a、Pept1b

和Pept2 mRNA表达量均为较低水平。饲料组、复

投组各时间点Pept1a mRNA相对表达量显著高于

活饵组(P<0.01)。饲料组各时间点Pept1b mRNA相

对表达量显著高于活饵组和复投组(P<0.01)。
 2.4    肠内容物与粪便中小肽含量

如表 4所示, 各组鳜摄食12h后, 肠中段内容物

中短肽及小肽含量由高到低依次为复投组>饲料组>
活饵组; 短肽中小肽含量占比由高到低依次为饲料

组>复投组>活饵组; 小肽中含必需氨基酸小肽含量

及占比由高到低依次为复投组>饲料组>活饵组。

粪便中短肽及小肽含量由高到低依次为饲料

组>活饵组>复投组; 短肽中小肽含量占比由高到低

依次为活饵组>复投组>饲料组; 小肽中含必需氨基

酸的小肽含量占比由高到低依次为饲料组>复投组>
活饵组。

 3    讨论

 3.1    投喂活饵与饲料对鳜肽酶含量与活力的影响

在动物摄食蛋白质后, 需先经胃蛋白酶、胰蛋

白酶和糜蛋白酶等初级水解消化, 再经肠腔肽酶降

解为单个游离氨基酸、二肽或三肽才能被最终吸

收
[10]

。氨肽酶和羧肽酶分别是从蛋白质多肽链N-
末端或C-末端顺序催化降解出游离氨基酸的外切

蛋白酶。研究表明, 酶活力的高低与食性
[11]

、个体

发育
[12]

、饵料组成
[13]

和消化道部位
[14]

等有关。酶

含量则与鱼的不同种属、日龄及食性有关, 常受到

自身酶基因和遗传物质的调控, 以最为“经济”、稳

定的状态发挥最大的效率
[15]

。本研究表明, 随鳜摄

食不同饵料后, 肠肽酶含量在肠与幽门盲囊间具有
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图 1    活饵组、饲料组与复投组鳜肠和幽门盲囊中氨肽酶与羧肽酶活力

Fig. 1    The activities of aminopeptidase and carboxypeptidase in the intestines and pyloric caeca of mandarin fish in the live bait group,
feed group and repeated administration group
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图 2    活饵组、饲料组、复投组进食后各时段Pept1a、Pept1b和Pept2 mRNA相对表达水平

Fig. 2    The relative expression levels of Pept1a, Pept1b, and Pept2 mRNA in the live bait group, feed group and repeated feeding group
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明显差异, 但同一组织内酶含量未见有规律变化

(表 2和表 3), 推测鳜肠肽酶具有种属稳定性和自身

调控性, 肠道与幽门盲囊不同组织间酶含量的差异

受摄食饵料类型影响较小。此外, 鳜摄食配合饲料

对肠肽酶含量未造成显著影响, 其变化趋势与摄食

活饵类似, 不具规律性变化, 表明配合饲料对肠肽

酶合成含量水平上影响较小, 且消化过程中酶含量

的变化对鳜分解饵料小肽的影响较小。

一般鱼类的食性与消化道结构、消化机能及

酶的活性和分布是相适应的
[16]

。肉食性鱼类消化

道短, 作为食物消化吸收的主要场所
[17], 若摄食饵

料发生改变, 消化道内消化酶活力将随之改变。点

带石斑鱼(Epinephelus coioides)[18]
和乌鳢(Channa

argus)[19]
消化酶研究表明, 在投喂鱼类配合饲料后,

消化道除淀粉酶外, 其他消化酶活力显著低于活饵

组。本试验中在投喂鳜配合饲料后, 消化道中氨肽

酶、羧肽酶活力具有类似变化, 饲料组肠肽酶活力

显著低于活饵组。而经先饲料后活饵投喂的复投

组, 其肠肽酶活力在各时段较饲料组有所上升, 然
均未恢复到活饵组水平。由图 1表明, 鳜消化道肽

酶对于活饵蛋白分解产物的酶解反应动力强于配

合饲料。肽酶活力是随饵料改变而发生改变的, 配
合饲料蛋白对肽酶结构活力水平上的调节显著低

于活饵。鳜在摄食配合饲料后, 消化道结构和机能

受损, 消化酶活力降低
[6], 显示鳜对配合饲料消化适

应性差, 肠肽酶活力的降低也将直接影响饲料蛋白

水解成小肽的效率。在复投活饵2d后肠肽酶活力

仍未达到先前摄食活饵水平, 说明转食后酶活力需

较长时间恢复, 配合饲料对鳜肠肽酶活力高低影响

显著强于酶含量。

不同食性鱼类消化酶活力变化虽存在显著差

异, 随着进食时间延长一致均表现先升后降的趋

势
[17, 20, 21]

。试验中各组鳜随着进食后时间延长, 肠
与幽门盲囊中氨肽酶和羧肽酶活力均呈先升后降

的变化规律(图 1), 说明鳜消化道肠肽酶对分解活

饵和饲料产生的多肽具有类似的酶解过程。不同

实验组鳜的氨肽酶与羧肽酶活力同在6h时达最高

水平, 之后逐渐降低。不同的是, 鳜进食后0.5—3h,
活饵组氨肽酶及肠道中的羧肽酶酶活力增幅显著

高于饲料组和复投组(图 1a、1b和1c), 表明鳜摄食

活饵时, 肽酶活力效应时间显著高于饲料。相关研

究认为, 鳜消化酶活力与其食性相适应外
[11], 摄食

的活饵可作为酶源或通过自身含有的活性物质促

进鳜消化道饵料蛋白的消化分解
[ 7 ]
。鳜进食后

3—6h, 饲料组和复投组肠道中氨肽酶与羧肽酶活

力显著升高, 升高增幅仍较活饵组迟缓, 其中以饲

料组酶活力最低。研究表明, 怀头鲇(Silurus solda-
tovi)摄食前, 肠道中已具有一定蛋白酶活力, 摄食

后3h即到高峰, 并推论肠道中存在消化酶的基础性

分泌活性
[ 2 0 ]

。图  1a和1c显示 ,  活饵组在进食后

0.5—3h肽酶活力较饲料组与复投组快速上升, 表明

鳜在持续投喂活饵鱼条件下, 肠道肽酶在摄食前可

能同样存在一定活性, 待摄食后, 肽酶能以较高活

力进入对活饵鱼蛋白多肽的酶解状态。活饵组与

复投组肠肽酶在整个消化分解过程中持续高活力,
而饲料组酶活力在进食6h后则快速下降, 这可能与

饲料组鳜胃快速排空
[8]
有关。饲料组胃部初级消化

产物较活饵组与复投组可提前进入肠道, 与活力较

低的肽酶接触。摄食6h酶活力达最高水平时, 胃排

空速率
[17]

减小, 持续向肠道移动消化产物量下降,
随后肽酶活力快速下降。

由于饵料的不同, 产生酶活力差异已在多种水

产动物中报道。从食物中获得足量小肽能促使消

化酶活力的提升
[22—24], 若投喂鱼类更益于消化吸收

的饵料, 消化酶活力上升的同时, 还可获得更多种

类与含量的小分子肽
[25]

。在试验中使用配合饲料

替换活饵鱼后, 对鳜消化道内参与初级蛋白产物分

表 4   鳜肠道内容物与粪便中肽含量

Tab. 4   Peptide content of intestinal contents and excrement of S.
chuatsi (μg/mL)

项目Item 分类
Category

活饵组
Live bait

group

饲料组
Feed
group

复投组
Repeat
feeding
group

肠内容物
Intestinal
contents

短肽 1567.21 2767.05 16581.92
小肽 1001.70 2106.22 11234.14

小肽占
比 (%)

63.92 76.12 67.75

含必需
AA小肽

404.93 1295.08 8347.72

含必需
AA小肽
占比 (%)

40.42 61.49 74.31

粪便
Excrement

短肽 19209.10 40013.89 16311.32

小肽 13401.33 20383.24 11287.71

小肽占
比 (%)

69.77 50.94 69.20

含必需
AA小肽

9329.88 17583.97 8188.71

含必需
AA小肽
占比 (%)

69.62 86.27 72.55

注: 本试验短肽特指由2—5个AA缩合组成的肽链; 小肽特

指由2—3个AA缩合组成的肽链; 含必需AA小肽特指由2或3个
NEAA组成的肽链

Note: The short peptide refers to the peptide chain composed
of 2—5 AA condensation in this test; Small peptide refers to the
peptide chain composed of 2—3 AA condensation; Small peptides
containing essential AA are especially those containing 2 or 3
NEAA chains
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解的肠肽酶活力产生显著不利影响。

 3.2    小肽转运载体在活饵组、饲料组及复投组肠

与幽门盲囊中表达量

前期研究发现, 使用饲料替代活饵鱼喂养鳜

30d后, 饲料组Pept1 mRNA在前肠表达显著低于活

饵组, 以配合饲料为饵料产生的底物对Pept1表达

具下调作用
[6]
。本实验结果进一步显示, 在时间分

布上, 各组Pept1a、Pept1b和Pept2 mRNA表达与进

食后肽酶的活力不具相似性; 在表达丰度上, 与投

喂不同饵料后, 各组间肽酶活力高低具相似性。

活饵组与复投组鳜在摄食后, 需在胃部多种消

化酶参与下将活饵鱼蠕动液化分解为多肽蛋白底

物, 底物再经肠和幽门盲囊进一步分解吸收。而鳜

摄食的配合饲料形态易于消化分解, 在胃和肠等消

化道中停留的时间较活饵鱼短
[8], 饲料组前、中肠

提前获得可转运小肽, 活饵组与复投组则有滞后。

研究表明, 小肽转运载体转运活性增强的主要原因

是小肽或游离氨基酸活化了小肽转运载体启动子,
使得在肠细胞膜上表达增多

[26]
。 如图 2所示, 活饵

组、复投组肠Pept1a、 Pept1b和Pept2的mRNA相

对表达量在进食后6h达最高水平, 饲料组在进食后

3h达最高水平。饲料组肠小肽转运载体基因表达

峰值较活饵组提前, 表明鳜对饲料的消化分解过程

较活饵鱼快, 配合饲料中蛋白底物分解产生小肽的

速度快 ,  继而加速激活小肽转运载体启动子 ,  使
Pept1a和Pept1b mRNA的表达上调。表 1显示, 饲
料组3—6h肠肽酶活力快速上升, 并达最高水平, 而
饲料组Pept1a、Pept1b和Pept2 mRNA表达则从

3h时最高水平逐渐下降。这一结果可能与饲料组

肠蛋白酶解产物排入量减少有关, 小肽获得量较少,
转运载体活性随之下降。

在进食后6—12h, 活饵组、复投组Pept1a和
Pept1b mRNA表达快速下降, 饲料组保持缓慢下降,
且低于活饵组和复投组, 这一状态可视为饲料组鳜

肠道可转运小肽的分解趋于结束。由各组不同时

间段转运趋势说明, 鳜同其他鱼类相似, 饵料属性

差异显著影响小肽的消化吸收
[27]
。

Pept1a和Pept1b基因在各组前、中肠部位具高

水平表达(图 2a和2b), 与莫桑比克罗非鱼(Tilapia
mossambica)表达一致, 符合前、中肠是转运小肽

的高水平位置
[28]

。在幽门盲囊中, 复投组和饲料组

Pept1a和Pept1b在进食后1h基因表达水平远高于活

饵组(图 2c), 推测可能由于鳜摄食人工饲料后, 肠
道小肽转运活性下降, 使幽门盲囊对小肽的转运发

生功能延伸补偿作用
[29]

。复投组幽门盲囊各时段

均高于饲料组, 与是否因先投喂饲料、后投喂活饵

后, 产生的修复作用有关, 目前还未有更深入的研究。

Pept2与肽重吸收有关
[30], 有利于鱼类肠道中

蛋白质吸收的最大化
[31]

。Ostaszewska等[32]
报道, 与

鲤(Cyprinus carpio)肠道中大量的Pept1基因转录物

不同, Pept2基因的表达非常低, 几乎不受不同饮食

的调节。而在大菱鲆(Scophthalmus maximus)[33]
中,

Pept2在肠后段高表达, 与鳜类似, 并受不同饵料的

调节。如图 2c所示, Pept2 mRNA在各组鳜后肠高

度表达, 活饵组与饲料组Pept2 mRNA各时间点相

对表达量与Pept1a和Pept1b一致。这说明肉食性鱼

类在摄食高蛋白食物后, 后肠小肽转运及重吸收功

能相应强于其他食性鱼类, 而因鳜对饲料与活饵在

肠胃消化分解有差异, 活饵组Pept2 mRNA表达最

高值位于6h, 并显著高于饲料组3h最高值。

 3.3    活饵组、饲料组及复投组肠内容物与粪便中

小肽含量

目前鱼类关于小肽转运的研究主要集中于分

子特征上, 或以某类小肽作为日粮添加物来评价其

营养价值, 鲜有涉及不同饵料蛋白分解物(小肽)在
肠道中的吸收效率的相关研究

[34]
。本试验直观检

测了鳜进食12h后, 小肽在肠道中吸收及粪便中剩

余情况。

研究表明, 超过60%—70%鱼类的胃在摄食后

9—15h内完全排空, 例如杂交石斑鱼(Epinephelus
moara ♀ × E. lanceolatus ♂)进食后9h胃基本排空,
12h左右产生再进食食欲

[35]
。故选择鳜进食后12h,

在各组胃趋近排空、肠道仍有残余物时作为观测

点。复投组肠内容物短肽含量(16581.92 μg/mL)显
著高于饲料组(2767.05 μg/mL)与活饵组(1567.21 μg/
mL; 表 4); 继而推测, 复投组因摄食饵料两次转变,
随之形成短肽的底物发生变化, 消化道形态和消化

酶等需适宜应对, 消化过程延长使短肽的产生、累

积及转运时间延长。活饵组与复投组短肽中小肽

占比(63.92%和67.75%)显著低于饲料组(76.12%)。
这表明鳜摄食从饲料转为活饵后, 肠对小肽的吸收

时间延长的同时, 吸收小肽的效率并未下降。

理论上认为, 小肽能被完整转运, 优于单个游

离氨基酸吸收
[36]

。从各组粪便短肽或小肽残余量

表明, 肉食性鱼类对小肽的转运吸收能力不仅受氨

基酸结合形式(游离氨基酸或二肽、三肽、四肽和

五肽)影响, 还受到饵料组成的影响。实验结果显

示, 饲料组粪便短肽和小肽含量显著高于活饵组和

复投组, 小肽占短肽含量虽为最低, 但含必需氨基

酸小肽含量为最高(86.27%)。由各组粪便残余小肽

可知, 在投喂鳜活饵鱼后, 消化道转运小肽的速度

高于复投组、转运能力或转运强度则高于饲料组,
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即在相同时间点, 肠内容物中高水平(含必需氨基

酸)小肽剩余量及粪便中的含量均低于饲料组。

以上可见, 由于饵料的改变, 鳜对饲料蛋白水

解为小肽的转运吸收能力下降, 部分小肽营养未被

吸收, 造成营养浪费, 机体在生长发育中可利用的

氨基酸相应减少。

 4    结论

实验结果表明, 鳜对饲料蛋白的消化吸收, 尤
其在小肽营养转运吸收方面, 效率显著低于活饵

鱼。投喂鳜配合饲料使肠道与幽门盲囊中的氨肽

酶和羧肽酶酶活力降低、小肽转运载体基因

mRNA表达降低、肠道小肽吸收减少及粪便中未

吸收小肽含量增加; 饲料驯化后复投活饵, 对鳜肠

肽酶活力、小肽转运载体基因相对表达量及小肽

吸收量均得到提升与恢复。通过3种分组投喂策略,
比较当前鳜对饲料蛋白营养的消化吸收仍存在不

足。因此, 在鳜饲料驯化养殖中可结合鳜对小肽的

转运、吸收特点, 进一步探究适宜鳜消化吸收、利

用的配合饲料。
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FEEDING LIVE BAIT AND FEED ON THE PEPTIDASE ACTIVITY,
TRANSPORT AND ABSORPTION OF SMALL PEPTIDES

IN JUVENILE MANDARIN FISH

ZENG Meng-Dong1, 2, 3, MA Chen-Xi1, 2, 3, ZHAO Liang-Liang1, 2, 3 and ZHAO Jin-Liang1, 2, 3

(1. Key Lab of Freshwater Aquatic Germplasm Resources of Ministry of Agriculture and Rural Areas, Shanghai Ocean University,
Shanghai 201306, China; 2. Aquatic Animal Genetics and Breeding Center Shanghai Collaborative Innovation Center, Shanghai

Ocean University, Shanghai 201306, China; 3. National Experimental Teaching Demonstration Center of Fisheries Science,
Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: In this study, we examined Siniperca chuatsi with an initial weight of (6.77±0.64) g to explore the difference
of digestive and absorption ability between live bait and feed from the aspects of digestive tract peptidase activity and
small peptide transport and absorption. Overall, fish were divided into three groups by random: live bait group (the fol-
lowing group was fed with live bait only for 22d), feeding group (the following group was fed with feed only for 22d)
and re-feeding group (the following group was fed with 5d of domestication, 15d of feed and 2d of live bait). At 22d
post feeding, the isolated intestinal and pyloric caecum sampled at 0.5h, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h and 16h after eating were
used to measure activities of aminopeptidase and carboxypeptidase and gene expression of mall peptide transport vec-
tor genes: Pept1a, Pept1b and Pept2. Besides, the content of residual small peptides in intestinal contents and feces 12h
after eating were measured. The results showed that there was no significant change in the contents of carboxypepti-
dase and aminopeptidase in each group, and the enzyme activity increased first and then decreased; The peak value of
peptidase activity in the live bait group was significantly higher than that in the re-feeding group (P<0.01); In foregut,
midgut and pyloric caecum, the mRNA expression of Pept1a and Pept1b was significantly higher while that of Pept2
was comparatively lower than those in hindgut (P<0.01); After feeding live bait, the gene expression level of small pep-
tide transport vector in the re-feeding group increased rapidly compared with that in the feed group (P<0.01); At 12h
post feeding, the content of small peptides in intestinal contents in the re-feeding group was significantly higher than
that in the live bait group and feed group, and the absorption efficiency of small peptides increased with the extension
of digestion time. However, the content of small peptides in feces of feed group was significantly higher than that of
live bait group and re-feeding group, and the content of essential amino acids in small peptides not transported was
higher. In conclusion, feeding S. chuatsi compound feed has adverse effects on the activity of intestinal peptidase, small
peptide transporter gene expression and small peptide absorption rate. The decomposition of protein and the efficiency
of small peptide transport and absorption of mandarin fish which intake artificial feed are significantly lower than those
that intake live bait.

Key words: Live bait; Feedstuff feeding; Intestinal peptidase; Small peptide; Transport and absorption; Siniperca
chuatsi
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