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    摘 要 采用离体消化方法测定了鲫鱼肠道对鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕的体外消化率和氨基酸的生成效率。同时采
用同位素示踪法和肠道离体灌流模型分别测定了鲫鱼离体肠道对4种蛋白质饲料体外酶解液中氨基酸的吸收速度。结果表
明：鲫鱼肠道对鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕的体外消化率分别为48.51%、85.52%、60.64%、67.22%，其中以花生粕最
高，鱼粉最低，消化率彼此之间的差异均显著（P＜0.05）。在酶解过程中氨基酸的生成量逐渐增加，以生成的氨基酸量占
饲料量的百分比表示氨基酸的生成效率，在酶解7h时以鱼粉最高为12.23%，其次是花生粕为12.14%、棉籽粕为11.23%、菜
粕为6.78%。鲫鱼肠道（每克）对4种蛋白质饲料酶解液中氨基酸的吸收转运速度，以鱼粉最高，在灌流40 min时，速度为
1.058mg/min，其次为花生粕0.782mg/min、棉籽粕0.679mg/min、最低为菜粕0.451mg/min，差异显著（P＜0.05）。如果
以单位时间内肠道对氨基酸的吸收转运量占流过肠道的氨基酸总量的比例表示肠道对氨基酸的吸收效率，结果为鲫鱼肠道对
4种蛋白质饲料酶解液氨基酸的吸收转运效率间无显著性差异（P＞0.05），所以肠道对氨基酸的吸收效率可能并不受饲料种
类的影响。 
    关键词 鲫鱼；离体肠道；体外消化；氨基酸生成效率；吸收速度；鱼粉；蛋白质饲料  
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    由于不同的饲料原料具有不同的化学结构和组成，不同种类鱼的消化功能不同，所以鱼类对各种饲料原料有不同的消化
力。叶元土等利用鱼类离体肠道测定草鱼对不同饲料蛋白质的消化率和氨基酸的吸收效率，结果表明，草鱼肠道对饲料蛋白
质的消化效率有较大差异，但对蛋白质水解产物——氨基酸的吸收效率并无显著性差异，从而可以认为肠道对氨基酸的吸收
效率可能不受饲料种类的影响。 
    离体消化率的测定是对饲料原料的可利用性的生物评价方法之一，具有快速、简便的优点。肠道离体灌注也是研究肠道
对营养物质吸收规律的有效手段和方法。本文的主要目的在于通过蛋白质饲料的离体酶解反应和肠道的离体灌注试验，定量
地分析比较鲫鱼对不同蛋白质饲料的氨基酸生成效率和肠道对氨基酸的吸收效率，探讨鲫鱼对不同蛋白质饲料消化效率、吸
收效率的差异，并以此为实际水生动物配合饲料的合理配制提供参考。 
1 材料和方法 
1.1 饲料原料 
    选择国产鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕共4种常规蛋白质饲料原料，经过粉碎机粉碎后全部通过80目标准筛。 
1.2 离体消化率的测定方法 
1.2.1 消化酶制备 
    取在循环养殖系统中经过配合饲料养殖2周的鲫鱼20尾，平均体重126g，常规解剖得到肠道，滤纸吸干后称重，按照肠
道10倍的重量加入pH值7.4、0.2mol/l的磷酸缓冲液，玻璃匀浆器匀浆，冷冻、离心（-4℃、10 000r/min、20min），取
上清液于冰箱中冷冻保存备用。 
1.2.2 饲料样品的酶解方法 
    精确称取饲料样品5.000g放于250ml带塞三角瓶中，加入pH值7.4、0.2mol/l的磷酸缓冲液95ml和肠道酶提取液30ml
（保持消化液体积为饲料样品质量的25倍左右）。为防止微生物的干扰加入双抗（青霉素、链霉素合剂）300mg,在30～
32℃水浴锅中保温酶解7h。每个试验样品设置3个平行，每个试验至少重复2次。 
1.2.3 离体消化率计算 
    按照1.2.2的方法分别对饲料样品酶解7h后用定量滤纸过滤，滤渣用30℃温水洗涤2次。将消化前的饲料样品和滤渣在
70℃烘至恒重，精确称量滤渣质量。采用凯氏定氮法对烘干的饲料样品和消化滤渣进行粗蛋白质含量测定，按照公式计算饲
料样品的离体消化率： 
蛋白质离体消化率（%）=（消化前饲料重量×饲料粗蛋白质含量－消化后滤渣质量×滤渣粗蛋白质含量）/（消化前饲料质
量×饲料粗蛋白质含量）。 
1.3 酶解液氨基酸总量测定及计算方法 
    按照1.2.2的方法分别对饲料样品进行酶解，于0、1、3、5、7h分别取酶解液0.2ml（同时补充等体积的磷酸缓冲
液），加入10%的三氯醋酸0.2ml，待蛋白质沉淀后以6 000r/min 离心20min后，取上清液0.1ml采用茚三酮法测定OD570
值，用亮氨酸作标准曲线计算酶溶液氨基酸的总量，再按照酶解的氨基酸总量（扣除饲料酶解前的游离氨基酸含量）占饲料
量的百分比计算氨基酸的消化生成效率。 
1.4 用于肠道灌注的酶解液制备方法 
    按照1.2.2的方法对鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕进行酶解7h后，取酶解液以10 000r/min离心25min,收集上清液为酶
解液，于冰箱冷冻保存备用。定量取此酶解液0.2ml加入10%三氯醋酸0.2ml，待蛋白质沉淀后以6 000r/min 离心20min，
采用茚三酮定量测定酶解液氨基酸浓度。 
1.5 灌注试验方法 
    采用叶元土等利用的肠道灌注系统进行蛋白质饲料酶解液的灌注试验。整个灌注系统置于生化培养箱中，控制环境温度
在28℃，恒流泵控制灌注液的流量在2.00ml/min,由氧气瓶从灌流开始前5min就向培养液中充入医用氧气以保持肠道组织活
性。 
1.6 离体肠道的制备 
    将鲫鱼捣毁脊髓处死，立即解剖取出肠道，在生理盐溶液浸渍下剔除肠道外壁上的脂肪、血污等，在灌流系统中用生理
盐溶液冲洗干净肠道内容物，置于生理盐溶液中待用。每次灌注试验用一尾鲫鱼的肠道，每次试验至少重复3遍。用于解剖
获取肠道的鲫鱼平均体重为126g，试验前养殖于室内循环养殖系统中，养殖环境温度为25℃左右，投喂粗蛋白质为30%的颗
粒配合饲料2周以上。 
1.7 肠道对氨基酸平均转运速度计算方法 
    在灌注液中加入放射性酪氨酸(L-[4,5-3H]-tyr, 放射性浓度为0.5毫居里 /毫升），从灌注开始（0min）每10min取
肠道外培养液0.1ml，持续40min，并取开始时肠道外培养液样品。每次取样品液100μl，取3个平行样品，并补充同样体积
的生理盐溶液以保持肠道外培养液总体积恒定。取肠道内灌流液100μl于闪烁瓶内，设3个平行样品，样品液均置于闪烁瓶



 

 

 

 

内，加入闪烁液5ml放置半小时后，在SN-6930液体闪烁计数器中计数（cpm值）。因灌流液的氨基酸浓度是已测知的，所以
根据灌流液cpm值和肠道外培养液cpm值，就可计算出肠道外培养液的氨基酸浓度，再根据培养液体积（40ml）计算经过肠道
转运到培养液中的氨基酸总量，最后根据吸收转运的时间计算单位质量肠道对氨基酸的平均转运速度。  
1.8 数据的表示与处理 
    由于鱼体大小差异使肠道长度和质量有一定的差异，为减小试验误差，统一比较标准，我们把鲫鱼肠道对试验氨基酸的
跨壁运输量表示为单位肠道组织重量（g）对试验氨基酸的跨壁运输量，并以此为基础计算氨基酸吸收转运速度，计算公式
如下： 
    转运到肠道外培养液中氨基酸的浓度=灌流液氨基酸浓度×（肠道外培养液cpm值-空白培养液cpm值）/灌流液cpm值； 
    跨壁运输量=（培养液cpm值-空白培养液cpm值）×灌流试验氨基酸浓度×培养液体积/（灌流液cpm值×肠道质量）； 
    氨基酸平均转运速度=（培养液cpm值-前10min时培养液cpm值）×灌流试验氨基酸浓度×培养液体积/（灌流液cpm值×
肠道质量×10）。 
    在肠道灌注系统中用恒流泵控制肠道酶解液的流过速度为2.00ml/min,通过酶解液中氨基酸的浓度计算单位时间
（min）流过肠道的氨基酸量。 
肠道对氨基酸的吸收转运效率（%）=每分钟氨基酸的平均吸收转运量/每分钟流过肠道内的氨基酸量。 
    数据采用Microsoft-Excel2003作统计处理，采用多重比较的最小显著极差法（LSR法）进行差异显著性分析。 
2 试验结果 
2.1 离体消化率 
    鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕4种蛋白质饲料在消化前的粗蛋白质含量分别为69.13%、55.06%、44.25%、50.58%。在
离体条件下，通过肠道消化酶水解7h，得到鲫鱼对鱼粉、花生粕、菜粕、棉籽粕蛋白质的离体消化率分别为48.51%、
85.52%、60.64%、67.22%，花生粕消化率最高，鱼粉最低，消化率彼此之间的差异均显著（P＜0.05）。 
2.2 酶解蛋白质饲料氨基酸生成效率 
    分别于0、1、3、5、7h取酶解液测定生成的氨基酸总量（以0h量为零），以生成的氨基酸总量占饲料量的百分比表示
蛋白质饲料酶解氨基酸生成效率，结果见图1。 

    如果以7h时鱼粉酶解氨基酸生成效率（12.23%）为100%，则花生粕（12.14%）为鱼粉的99.26%、棉籽粕（11.23%）为
鱼粉的91.82%、菜粕（6.78%）为鱼粉的55.44%。在离体条件下，鲫鱼肠道对鱼粉和花生粕酶解氨基酸的生成效率非常接
近，但鱼粉、花生粕与棉籽粕、菜粕之间以及棉籽粕和菜粕之间均有显著性差异（P＜0.05）。 
2.3 肠道对氨基酸的跨壁转运量 
    每10min测定肠道外培养液中氨基酸的量，结果见图2。 

    随时间的推移，肠道外培养液中积累的氨基酸逐渐增加，表现为一定的线性关系；肠道对4种蛋白质饲料酶解液中氨基
酸跨壁转运的量有显著的差异（P＜0.05），以对鱼粉酶解液氨基酸跨壁转运的量最大，其次为花生粕、棉粕和菜粕。如果
以40min时每克肠道对鱼粉水解液氨基酸的跨壁转运量（73.319mg）为100%，则对花生的跨壁转运量（57.247mg）为鱼粉
的78.08%、棉粕（48.256mg）为鱼粉的65.81%、菜粕（30.388mg）为鱼粉的41.45%。 
    如果以每分钟对氨基酸的平均转运速度进行分析，结果见图３。10min内的平均转运速度最高，随后转运速度逐渐下
降。４种蛋白质饲料酶解液中氨基酸的转运速度也以鱼粉最高， 40min时，鱼粉的转运速度为1.058mg/min、其次为花生粕
0.782mg/min、棉粕为0.679mg/min，最低为菜粕0.451mg/min，彼此间差异显著（P＜0.05）。 

 

 



2.4 肠道对氨基酸的吸收效率 
    以单位时间鲫鱼肠道对氨基酸的吸收转运量与单位时间内流过肠道的氨基酸量的比值作为肠道对氨基酸吸收转运效率，
结果见图4。转运效率以10min以前最高，40min时最低，随时间延长，吸收转运效率总体表现为下降趋势。从图4可见鲫鱼
肠道对4种蛋白质饲料酶解液中氨基酸的吸收转运效率没有显著性差异（P＞0.05）。 

3 讨论 
    在离体消化条件下，鲫鱼肠道组织的消化酶对4种蛋白质饲料具有不同的蛋白质消化率和氨基酸生成效率，表明鲫鱼对
不同的饲料蛋白质具有不同的消化能力。出现这种差异的主要原因是不同的饲料原料具有不同的化学组成和组织结构。鱼
粉、花生粕、棉籽粕、菜粕的氨基酸组成不同，在相同的水解酶类作用下，消化酶对蛋白质水解位点的位置和数量就会有很
大的差异，从而导致相同的消化酶系统对不同的饲料蛋白质的水解效率的差异，产生不同的消化率和氨基酸生产效率。另
外，不同的饲料原料具有不同的组织结构，使得不同的饲料蛋白质溶解于水中的速度和溶解度大小也有很大的差异，这种差
异同样可以使得不同的饲料原料具有不同的可消化性。在本试验中，鲫鱼对鱼粉的离体消化率明显低于其它3种蛋白质饲
料，这似乎与其高蛋白含量相矛盾，但在试验中我们发现，鱼粉在酶解之前其游离氨基酸含量远远高于其它蛋白质饲料，在
离体条件下，高游离氨基酸含量可能对肠道内酶的水解作用起了抑制作用，从而可能导致鱼粉的消化率下降。 
    由于在活体条件下动物对饲料蛋白质的消化和吸收是同步进行的，很难分别测定和计算消化效率和吸收转运效率，而离
体消化和吸收试验则可以有效解决这个问题。在本文的离体试验结果中，鲫鱼肠道对鱼粉、花生粕、棉籽粕、菜粕的酶解液
氨基酸的跨壁吸收转运速度有显著的差异。但是，如果以单位时间内肠道对氨基酸的吸收转运量与肠道内流过的氨基酸量的
比值作为肠道对氨基酸吸收转运效率，则这4种蛋白质饲料无显著性差异。叶元土等在试验中已经发现草鱼粪便中虽然有一
定量的水溶蛋白质存在，但游离氨基酸含量为零，表明在活体条件下草鱼肠道对氨基酸的吸收是完全的，并且，叶元土等测
定草鱼对鱼粉、豆粕、菜粕、棉籽粕的离体消化吸收的试验，结果还表明，草鱼对4种蛋白质饲料的消化产物——氨基酸的
吸收转运效率无显著性差异。本试验结果与前人试验结果一致，这一结果表明，鱼类肠道对蛋白质的消化产物的吸收是完全
的，其吸收转运效率在不同蛋白质饲料之间没有显著性的差异。这样，对于一种饲料蛋白质而言，其营养作用的完全发挥在
消化产物的吸收环节并不会成为主要的限制性环节，而产生饲料蛋白质营养价值和营养作用发挥具有种类特异性的生理环节
主要在消化过程中和消化产物进入肠外组织以后。 
4 结论 
    鲫鱼离体肠道对4种蛋白质饲料的消化率以花生粕为最高，并且花生粕的氨基酸生成效率也较高，与鱼粉相差甚微，所
以鲫鱼配合饲料中在保证氨基酸平衡的前提下可适当提高花生粕在饲料中的比例。鱼类肠道对蛋白质的消化产物的吸收是完
全的，其吸收转运效率在不同蛋白质饲料之间没有显著性的差异，所以，要提高饲料氨基酸的利用效率，就要提高饲料的可
消化性和氨基酸的平衡程度。 
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